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Cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause of death and absenteeism in the 
Western world, generating a considerable economic burden on treatment and prevention. 
Currently there are increasing experimental evidences indicating that chronic and acute 
overproduction of reactive oxygen species (ROS) and nitrogen species (RNS) mediate cardiac 
pathologies, together with other major diseases like cancer, neurodegenerative or immune 
disorders. Specifically for cardiac pathologies, ROS and RNS are involved in ischemia-
reperfusion, heart failure, and hypertension. In this sense, two major factors have been 
suggested to induce damage and death of cardiomyocytes in response to ischemia-reperfusion 
(I/R): a) an increase in intracellular calcium concentration, and b) oxidative stress.  
Moreover, in response to cellular oxidative stress caused by displacement of the 
equilibrium state between pro-oxidant/anti-oxidant systems toward pro-oxidants, lipid peroxidation 
may happen. This process is characterized by a production of biologically active aldehydes, as 
final products, that promote disruption of biological membranes. Some of these aldehydes are 
considered toxic second messengers due to their ability to amplify the damage initially caused by 
ROS and RNS. Contrary to oxygen-derived free radicals, aldehydes are relatively stable and can 
diffuse inside or escape from the cell, but in both cases they attack targets that are far from where 
they were originated. Among these aldehydes, 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) is considered of 
special interest, due to its toxic nature and high diffusivity. HNE is involved in the pathogenesis of 
several diseases as diabetes, chronic renal failure, cardiovascular and neurodegenerative 
diseases. HNE toxicity lies on its electrophilic nature, conferred by the conjugated system of a 
C2-C3 double bond and a carbonyl group (in C1), that provides a partial positive charge to carbon 
3. This positive charge is further increased by the inductive effect of the hydroxyl group at carbon 
4. Due to its three functional groups, which frequently act synergistically, HNE can undergo 
several reactions in the cell interacting with nucleophile targets, such as lipids, DNA and proteins. 
The interaction of HNE with proteins takes place by Michael addition or Schiff base formation with 
the amino acids Cys, His and Lys. In addition to its electrophilic nature, HNE toxicity could be 
explained as well by its high half-life and lipophilicity, making HNE reactive towards targets 
located far apart from its synthesis place. 
Importantly, several groups have shown that these protein-bound aldehydes can be 
detected in animal models of atherosclerosis and in human patients with high risk factors or 
clinical manifestations of atherosclerosis. These results suggest an implication of products like 
HNE in the genesis and development of CVD. In this sense, different evidences show that the 
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formation of HNE-protein adducts is a key event in some of the effects associated with free 
radicals in the heart. These effects include: a) Disturbance of rhythm and myocardial contractility, 
b) modulation of signal transduction leading to adaptive responses or apoptosis, and c) alteration 
of mitochondrial energy metabolism. 
According to the background exposed above, it is clear that molecules produced during 
oxidative stress, including HNE, contribute to the pathogenesis of various cardiovascular 
diseases. Thus, antioxidant therapies may be effective in preventing or blocking the pathological 
effects caused by these species. The literature does not clearly establish the potential success of 
using antioxidants as prevention for CVD. Therefore, the development of a new class of 
antioxidants targeted to specific cellular compartments or to specific molecules, besides the 
development of sensitive and specific biomarkers that can be used clinically to assess oxidative 
stress phenotypes that underlie various vascular pathologies, will be a great tool against 
cardiovascular disease. 
The overall objectives in this thesis were: firstly, to clarify the cellular effect of 4-hydroxy-
2-nonenal in neonatal rat cardiomyocytes (NRC); and secondly, to determine the possible 
protective role of antioxidant molecules isolated from medicinal plants, which could be potentially 
used in cardiovascular disease prevention. 
 Our results show a lethal effect of HNE in NRC, being 4.38μM the LC50 at 3h treatment, 
a concentration in the pathophysiological range. On the basis of the viability results, 5 and 10μM 
were established as HNE doses on further experiments. Cell death induced by HNE is time-
dependent, peaking at 3h, and its toxic effect is prevented by the antioxidant trolox,  the β-blocker 
carvedilol, thiol containing compounds (i.e., N-Acetyl-Cysteine (NAC) and β-mercapto-propionyl-
glycine (MPG)), and extremely small concentrations of Thymbra capitata essential oil.  
By one hand, a short exposure of NRC to HNE 5 and 10μM (15min) increases 
intracellular concentration ([Ca2+]i), as well as Ca2+ dynamic loss. After 1h treatment mitochondrial 
alterations were observed, including a burst of ROS generation and loss of mitochondria 
membrane potential (ΔΨm). On the other hand, the ATP and GSH intracellular pools decrease 
considerably after 3h treatment, being the loss of GSH levels completely prevented when HNE 
treatment is preceded by a pre-treatment with the GSH precursor NAC. MPG pre-treatment also 
protects against cell death, whereas the GSH pool was recovered in a lesser extent compared to 
NAC. To gain more insight in the cell death mechanism induced by HNE, we analyze, caspase-3 
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activity, DNA fragmentation, both classic apoptotic markers, and a necrotic marker like LDH 
release. Surprisingly, caspase-3 activity and DNA fragmentation appear as well as an increase in 
LDH release, which was evident after 3h treatment, but not after 1h30min. Although LDH release 
is a necrotic cell death marker, we suggest that HNE toxicity could take place through apoptosis 
although the membrane integrity is not kept intact until the end of the process. Moreover, this 
observation could be explained by the fact that cultured cells at the end stage of apoptosis can 
undergo a procedure known as secondary necrosis due to the absence of phagocytic cells in the 
culture able to engulf the cell debris (also called apoptotic bodies). In addition, 
immunocytochemistry with anti-tubulin (marker for microtubules) and staining with Rhodamine-
Phalloidine (marker of actin fibers) showed a loss of general cytoskeletal integrity after three 
hours treatment, whereas after 1h30min treatment the cytoskeleton organization was not 
affected. The cytoskeleton alterations are irreversible and could be related with the loss of 
membrane integrity, described after 3h treatment.  
Regarding antioxidant compounds a dose dependent dual action was observed for 
Thymbra capitata essential oil extracts. While 0.002 % of essential oil has a strong antioxidant 
effect (preventing cell death, ROS generation and loss of ΔΨ) higher concentrations are highly 
toxic.  
The second part of this work was to determine the mechanism responsible of Ca2+ 
overload. For this purpose, we used sarcoplasmic reticulum (SR) vesicles (from rabbit skeletal 
muscle), a well established in vitro model for the study of calcium transport in membranes. We 
tested initially, Ca2+-ATPase (SERCA1a), the most abundant protein in SR vesicles, as the target 
for HNE action on Ca2+ homeostasis. However, high doses (100-500μM) of HNE were required to 
obtain a significantly inhibition of ATPase activity. The inhibition of ATPase activity was time, 
dose, pH (the loss in the ability of SERCA1a to hydrolyze ATP is faster under alkaline conditions), 
and temperature dependent. Moreover, Ca2+ uptake was inhibited in addition to ATP hydrolysis.  
Ca2+ binding was not affected by HNE, whereas the MgATP binding to the catalytic site 
decreases considerably. HNE vs. MgATP competition was measured using both a direct ATP 
binding technique and changes in the intrinsic fluorescence of the protein induced by MgATP. As 
a consequence of reduced ATP binding by HNE treatment, the phosphoenzyme (EP) formation 
was inhibited too. In order to study HNE direct interactions with Lys residues, we carried out 
competition assays, using two specific markers: FITC, which label Lys 515, and PLP, to label Lys 
492. The results revealed direct interaction of HNE with Lys515 but not Lys492. Since ATP 
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binding was inhibited in a lesser extent than ATP hydrolysis, we suggest that the loss of ATPase 
activity after reaction with HNE is partially due to a reduction in the ability of SERCA1a to bind 
MgATP. The quantification of –SH groups with DTNB, in addition to MALDI-TOF assays, showed 
the formation of HNE-Cys adducts upon HNE treatment, which could contribute to the SERCA1a 
functional loss.  Even though HNE causes a loss in SERCA1a functionality, the high HNE 
concentrations required would not explain the cellular toxicity of HNE. Nonetheless, it is of special 
interest that treatment of SR with HNE increased the passive permeability of this membrane to 
Ca2+ to a very large extent (higher than the ionophore A23187). This effect is especially fast at low 
HNE concentrations (in the 10-20μM range). The previous result is coherent with the increase on 
ATPase activity in absence of ionophore or detergent at low HNE concentrations. After discarding 
the lipids as HNE target and therefore responsible for this increased permeability; we 
hypothesized that other proteins present in SR membranes, different to SERCA, could be HNE 
targets and responsible of the calcium leak.  Immunodetection with an antibody against HNE-
protein conjugates did not detect SERCA1a-HNE adducts when the treatment was carried out at 
low HNE concentration (20μM). Strikingly, a 150-170kDa band appeared in the PVDF membrane. 
After an extensive study of vesicles proteome, we hypothesized that this band could fit with two 
proteins responsible for regulating the Ryanodine-Receptor (RyR) activity: Histidine Rich Calcium 
Binding Protein (HRC) and Sarcalumenin (SAR). The phosphorylation of these proteins by 
cellular kinases perturbs ryanodine binding to its receptor, and therefore, it might impair the Ca2+ 
channel opening. These proteins are potential candidates as HNE targets at low concentrations, 
as their reaction with HNE may indeed be expected to open leakage pathways in the SR 
membranes via the nearby RyR. This prompts us to analyze the effect of HNE on different SR 
fractions (Light SR enriched in longitudinal SR and Heavy SR enriched in junctional SR). The 
results obtained point to HRC as HNE main target, because HNE-protein 150-170kDa adducts 
are present in a larger amount in the Heavy SR population, where HRC is mainly located, 
whereas SAR is placed in longitudinal tubes.  
 Collectively, these findings suggest that HNE modulates intracellular redox status (loss 
of GSH pool and modification of the redox state of proteins through interaction with –SH groups), 
affecting Ca2+ homeostasis. The Ca2+ overload and the redox alterations, as consequence of 
HNE treatment, may be responsible of triggering mitochondrial dysfunction (ROS production and 
ΔΨm) related with the onset of apoptotic cell death (caspase-3 activity and DNA fragmentation).  
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Future studies will need to explore the role of cardiac HRC and SAR in HNE induced 
Ca2+ homeostasis alterations, as well as deeper analysis of 150-170 kDa HNE-Protein adducts, in 
order to demonstrate HRC and/or SAR involvement on calcium leak in SR vesicle. To determine 
properly the mechanism of cell death, further analysis should be done to establish the mechanism 




































































1. EL ESTRÉS OXIDATIVO  
El oxígeno, oxidante principal empleado por las células en las reacciones metabólicas 
destinadas a la obtención de energía, es esencial para la vida de los organismos aerobios. El 
estrés oxidativo puede ser definido como una perturbación en el estado de equilibrio de los 
sistemas pro-oxidantes/antioxidantes de la célula, los cuales, bajo condiciones fisiológicas, 
generan y detoxifican de manera continúa las denominadas especies reactivas del oxígeno y del 
nitrógeno (ROS y RNS). Cuando este equilibrio se pierde, como consecuencia de situaciones 
oxidativas adicionales, los sistemas pro-oxidantes desplazan del equilibrio a los antioxidantes, 
pudiéndose producir daño oxidativo a lípidos, proteínas, carbohidratos y ácidos nucleicos, lo cual 
puede desencadenar daños celulares irreversibles que conduzcan a la muerte celular. La 
alteración de los sistemas antioxidantes por acción del estrés oxidativo, puede llevarse a cabo 
mediante la modificación de las proteínas que participen en estos sistemas (bien inhibiendo su 
expresión o modificando su funcionalidad) o como consecuencia de la depleción de los 
almacenes celulares de compuestos antioxidantes, tales como glutatión y vitamina E (Betteridge, 
2000). 
En las células, el control del estado redox está implicado en la regulación del estado de 
reducción/oxidación de macromoléculas (proteínas, ácidos nucleicos y lípidos). Por tanto, una 
desregulación en este proceso es, con mucha frecuencia, la causa de modificaciones en las 
propiedades funcionales de la/s molécula/s afectada/s. Los cambios en el estado redox de la 
célula se producen, principalmente, por la presencia de ROS y/o RNS (Waring, 2005). Las 
ROS/RNS pueden clasificarse en especies radicalarias y no radicalarias (TABLA In.I), 
entendiendo por radical libre la especie que contiene uno o más electrones desapareados y que 
es capaz de existir independientemente (Darley-Usmar el al., 1995).  
TABLA In.I. Especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno 






Superóxido (O2·-) Peróxido de hidrógeno (H2O2) 
Hidroxilo (·OH) Ácido hipocloroso (HOCl) 
Peroxilo (LOO·) Ozono (O3) 
Alcoxilo (LO·) Singlete del oxígeno 






Óxido nítrico (NO·) Ácido nitroso (HNO2) 
Dióxido de nitrógeno (NO2·) Trióxido de dinitrógeno (N2O3) 
 Tetróxido de dinitrógeno (N2O4) 
 Peroxinitrito (ONOO-) 
 Peroxinitritos alquílicos (LOONO) 
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 Estas especies químicas son las causantes del fenómeno conocido como estrés 
oxidativo, condición bioquímica relacionada con enfermedades tales como el cáncer, diabetes 
mellitus, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardiovasculares y enfermedades 
autoinmunes e inflamatorias (Munthe et al., 1986; Honkanen et al., 1991; Halliwell, 1994; 
Betteridge, 2000; Bush, 2000). El estrés oxidativo se caracteriza por la infrecuente alta 
concentración de las especies químicas relacionadas anteriormente, lo que provoca alteraciones 
en diversas funciones celulares. La modificación post-traduccional de proteínas por ROS y RNS 
es una importante característica del estrés oxidativo (Stadtman, 1990; Berlett y Stadtman, 1997), 
pudiendo modificar el estado redox de proteínas y grupos tiólicos específicos, bien de forma 
directa (interacción covalente) o indirectamente (mediante ciclos de reducción/oxidación) 
(Gutiérrez, 2000). También se ha descrito que tanto los residuos de cisteína como los de 
metionina son dianas específicas para las modificaciones oxidativas, al igual que residuos de 
tirosina, fenilalanina, lisina o histidina de las proteínas. Paralelamente se ha demostrado que 
estas modificaciones, aunque en algunos casos pueden ser reversibles, alteran la función de las 
proteínas (Gutiérrez-Martín et al., 2002; Gutiérrez-Martín et al., 2004). 
 Por otra parte, se ha mostrado que diferentes oxidantes, bajo condiciones subtóxicas, 
pueden actuar como moléculas de señalización, bien sea produciendo un incremento en la 
concentración de Ca2+ citosólico, como activando proteínas quinasas o inhibiendo proteínas 
fosfatasas, lo que lleva a proponer que las ROS/RNS pueden ser segundos mensajeros para la 
activación de factores de transcripción, apoptosis, crecimiento celular y quimiotaxis (Suzuki et al., 
1997; Minetti et al., 2002).  
2. PEROXIDACIÓN LIPÍDICA EN CÉLULAS 
Las membranas biológicas están compuestas por lípidos (30-80%, siendo los 
fosfolípidos los mayoritarios), proteínas (20-60%) y carbohidratos (0-10%) (Catalá, 2009). Dentro 
de los ácidos grasos que constituyen los fosfolípidos de membrana, cabe destacar a los ácidos 
grasos poliinsaturados (PUFAs), los cuales tienen diversos papeles en la fisiología celular, donde  
además de ser componentes estructurales de las membranas biológicas pueden actuar como 
sustrato energético o bien tomar parte en mecanismos de señalización celular así como en la 
regulación de la expresión génica (Spector, 1999).  
Las membranas biológicas son especialmente vulnerables a la oxidación por su elevado 
contenido en PUFAs, considerándose por ello a la peroxidación lipídica (PL), un efecto 
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secundario del estrés oxidativo, ya que se produce como consecuencia del ataque de las ROS y 
RNS a estos ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga que constituyen los fosfolípidos de 
membrana. Este fenómeno consta de tres etapas: iniciación, propagación y terminación (Catalá, 
2006). La fase de iniciación incluye la abstracción de un átomo de hidrógeno, lo cual puede ser 
llevado a cabo por diferentes especies reactivas, como es el caso de los radicales hidroxilo 
(·OH), alcoxilo (LO·) y peroxilo (LOO·), pero no peróxido de hidrógeno (H2O2) o anión superóxido 
(O2-
·) (Gutteridge, 1988). 
La susceptibilidad de los PUFAs a la peroxidación se debe a los dobles enlaces 
presentes en su estructura química, ya que la presencia de estas insaturaciones confiere mayor 
fragilidad a los átomos de carbono adyacentes, de modo que se facilita la abstracción de un 
átomo de hidrógeno de uno de los grupos metileno (-CH2-), ocasionando el desapareamiento de 
un electrón (-·CH-). Como consecuencia del ataque radicalario a los ácidos grasos de la 
membrana, se forma un radical lipídico (L·), que al reaccionar con oxígeno molecular da lugar a 
la formación de un radical peroxilo (LOO·), el cual iniciando un nuevo ataque radicalario a un 
ácido graso adyacente, da lugar a un hidroperóxido lipídico (LOOH) y a un segundo radical 
lipídico (L·) (Catalá, 2006). Este hecho junto con la consiguiente formación de radicales alkoxilos 
(LO·), como consecuencia de la reducción de los hidroperóxidos lipídicos (LOOH) por metales 
como Fe2+, amplifican la reacción en cadena, lo cual puede provocar daños profundos tanto en 
las propiedades físico-químicas de la membrana (fluidez y permeabilidad), como en las 
propiedades funcionales de las proteínas inmersas en la misma (Nigam y Schewe, 2000).  
Además de las reacciones en cadena descritas en el párrafo anterior, la fragmentación 
enzimática o no, de los hidroperóxidos lipídicos (LOOH) da lugar a la formación de aldehídos  
biológicamente activos, de entre los cuales cabe destacar: malondialdehído (MDA), 4-hidroxi-2-
nonenal (HNE), 4-hidroxi-2-hexenal (4-HHE) y acroleína (Esterbauer et al., 1991; Parola et al., 
1999; Uchida et al., 1999; Kehrer y Biswal, 2000; Lee,S.H. et al., 2001). Aunque en células 
activas los hidroperóxidos lipídicos son reducidos a alcohol por acción de glutatión peroxidasa 
(Bryant y Bailey, 1980), bajo condiciones patológicas, en las que se pierde el equilibrio 
ROS/defensa antioxidante, estos hidroperóxidos tienden a acumularse en la célula lo cual 
favorece la formación de los aldehídos biológicamente activos, por ello, estos compuestos se 
consideran segundos mensajeros del estrés oxidativo, los cuales diseminan y amplifican el daño 
iniciado por las ROS (Catalá, 2009). 
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3. 4-HIDROXI-2-NONENAL (HNE) 
El aldehído HNE es el compuesto más abundante generado durante la peroxidación 
lipídica de los ácidos grasos ω-6, tales como el ácido linoleico (C18:2) y araquidónico (C20:4) 
(Esterbauer et al., 1982). De todas las ROS/RNS, el radical hidroxilo y peroxinitrito son las 
principales especies responsables de iniciar el proceso de PL (Yagi, 1987; Esterbauer et al., 
1993).  
HNE es el más tóxico del grupo de los trans-4-hidroxi-alquenales y por ser más estable 
que los radicales libres, HNE puede difundir en el interior celular e incluso escapar de la célula, 
atacando dianas que se encuentran a gran distancia de su lugar de origen (Uchida, 2000). 
Presenta una enorme capacidad de reaccionar con biomoléculas, tales como proteínas, ADN y 
fosfolípidos, por tanto se considera a HNE como un mediador final de los efectos tóxicos que se 
producen en la célula como consecuencia del estrés oxidativo (Uchida, 2003), por lo que desde 
un punto de vista clínico, HNE es considerado un marcador muy útil en procesos patológicos que 
impliquen estrés oxidativo (Guajardo et al, 2006).  
HNE se produce de manera constante en condiciones fisiológicas, pero los niveles del 
mismo son bajos (0.1-0.3μM). Bajo condiciones patológicas, su producción se ve incrementada 
(10μM-5mM) ante una mayor tasa de peroxidación lipídica (Esterbauer et al., 1991; Uchida, 
2003). Durante mucho tiempo, HNE fue considerado un compuesto tóxico, implicado en la 
patofisiología de numerosas enfermedades, tales como: enfermedades neurodegenerativas 
(esclerosis lateral amiotrófica, enfermedad de Alzheimer, Parkinson y corea de Huntington), 
enfermedades inflamatorias crónicas (apoplejía isquémica y la artritis reumatoide), 
ateroesclerosis, diabetes mellitus y enfermedades cardiovasculares (Uchida, 2000; Henning y 
Chow, 1988; Traverso et al., 1998; Yoritaka et al., 1996; Zarkovic, 2003). HNE puede actuar 
como señal biológica no sólo en condiciones patológicas, sino también en condiciones 
fisiológicas (Dianzani, 1998; Parola et al., 1999; Poli y Schaur, 2000), habiéndose demostrado 
que concentraciones subtóxicas de HNE confieren una respuesta adaptativa y protegen frente al 
daño ocasionado por compuestos inductores de estrés oxidativo (Chen et al., 2005 y 2006). 
La estructura química de HNE se muestra en la Figura In.1, los responsables de su 
elevada reactividad son el grupo hidroxilo presente en el carbono 4, el doble enlace (C=C) entre 
los carbonos 2 y 3, y el grupo aldehído del carbono 1. El sistema conjugado, formado por el 
doble enlace y el grupo aldehído, confiere una carga positiva al carbono 3, que se incrementa 
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por el efecto inductivo del grupo hidroxilo. Por esta razón, cualquier ataque a reactivos 
nucleofílicos, como pueden ser grupos tioles o amino, ocurre en primer lugar en el átomo de 
carbono número 3 y en segundo lugar en el átomo de carbono carbonílico (Schaur, 2003). 
 




               
                  Figura In.1. Estructura química de 4-hidroxi-2-trans-nonenal (HNE). 
 
El proceso de síntesis de HNE se ha estudiado utilizando como modelo la 
descomposición de 9(S)-hidroperóxido del ácido octadecadienoico (9(S)-HPODE) que es un 
hidroperóxido del ácido linoleico (Schneider et al., 2001; Gardner y Hamberg, 1993). El 9(S)-
HPODE se descompone en tres pasos (Figura In.2), el primero está catalizado por una 
hidroperóxido liasa e implica la escisión de un enlace C-C y otro O-O, produciendo ácido 9-oxo-
nonanoico y nonenal, a este primer paso se le denomina división de Hock. A continuación se 
produce la peroxidación del nonenal en el carbono 4 llevada a cabo por alquenal oxigenasa 
seguida por una reducción, dando lugar a hidroperóxido-nonenal-racémico (HPNE), que también 
se puede formar por una vía no enzimática. Finalmente el grupo hidroperóxido de HPNE se 
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Figura In.2. Formación de HNE desde el 9-hidroperóxido derivado del ácido linoleico. 
 3.1. Principales mecanismos de reacción de HNE 
En el apartado anterior se han descrito los grupos funcionales que le confieren a HNE la 
capacidad de reaccionar con moléculas biológicas, estos son: el doble enlace C=C, el grupo 
aldehído y el grupo hidroxilo. La interacción de los mismos con elementos celulares se puede 
producir de manera independiente o secuencial. El que reaccione un grupo u otro depende de la 
naturaleza de la molécula diana y del ambiente en el que se lleve a cabo la reacción (Esterbauer 
et al., 1991). 
Dentro de la célula, HNE puede interaccionar con: ácidos nucleicos, lípidos y proteínas 
(Schaur, 2003), siendo las proteínas la principal diana de HNE (se ha estimado que del 1-8% del 
HNE generado en la célula actuará modificando proteínas) (Siems y Grune, 2003). HNE 
interacciona preferentemente con los grupos sulfhidrilo (-SH) de las cisteínas aunque también 
presenta una elevada reactividad hacia los grupos ε-amino de las lisinas y el imidazol de las 





























Figura In.3. Adición de Michael entre HNE y biomoléculas que contengan grupos tiol, imidazol y amina 
(marcados en rojo). En la primera columna se muestran los residuos proteicos ávidos de reacción con HNE 
(Cys, His y Lys). En la segunda columna la formación de aductos de Michael y en la tercera la formación del 
hemiacetal (Carini et al., 2004). 
La interacción con los grupos sulfhidrilo se produce a través del C3 de HNE, por medio 
del doble enlace C=C mediante una adición de Michael (Figura In.3). Este tipo de interacción es 
también la que se produce entre HNE y glutation durante la detoxificación de HNE, y es 
catalizada por glutation-S-transferasa (GST). La adición de Michael también se puede producir 
con grupos ε-amino de lisinas, así como con el grupo imidazol de las histidinas (Schaur, 2003), 
tal y como se muestra en la Figura In.3. 
Las reacciones del grupo carbonilo, son de extrema importancia por su papel en la 
detoxificación de HNE y en la interacción con biomoléculas. La reducción y la oxidación del 
grupo carbonilo, llevadas a cabo por alcohol deshidrogenasa y aldehído deshidrogenasa 
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respectivamente, junto con la acción de GST son los principales mecanismos de detoxificación 
dentro de la célula (véase apartado 3.2).  La interacción del grupo carbonilo con aminas 
primarias mediante formación de bases de Schiff se muestra en la Figura In.4 (A). Este tipo de 
reacción se produce con las lisinas de las proteínas y contribuye al entrecruzamiento de 












Figura In.4. (A) Formación de Base de Schiff entre el grupo carbonilo de HNE y biomoléculas que contengan 
grupos amino (ej. Lys). (B) Mecanismo propuesto para el entrecruzamiento de proteínas mediado por HNE 
(Carini et al., 2004). 
El grupo hidroxilo puede experimentar reacciones de oxidación y formación de 
hemiacetales cíclicos. Aunque la importancia biológica de estas reacciones no es muy relevante, 
sí son de gran utilidad en química sintética, ya que el acetal es mucho más estable que el 
aldehído para su almacenamiento, y simplemente con ponerlo en medio ácido se genera HNE 
(Schaur, 2003). 
En resumen, debido a sus tres grupos funcionales, los cuales frecuentemente actúan 





que contienen grupos amino o tiol. La reacción de HNE con biomoléculas dependerá, entre otros 
factores, de la disponibilidad de moléculas diana en el sitio de formación de HNE, así como de la 
polaridad y accesibilidad de los aminoácidos diana en la estructura terciaria o cuaternaria. 
Debido a la lipofilicidad de HNE, fosfolípidos como fosfatidiletanolamina o proteínas que se 
encuentran inmersas en las biomembranas (tales como transportadores, canales iónicos y 
receptores) son especialmente susceptibles de reaccionar con HNE (Nakashima et al, 2003). 
3.2. Detoxificación de HNE 
El primer análisis in vivo que se llevó a cabo para estudiar el metabolismo celular de 
HNE tuvo lugar en hepatocitos de rata, donde se observó una elevada tasa metabólica, que en 
un principio se pensó que podía ser característica del tipo celular (Esterbauer et al., 1985; 
Leonarduzzi et al., 1995; Siems et al., 1990; Schaur et al., 1991). Posteriormente este hecho se 
hizo extensible a otros tipos celulares (Siems et al., 1993). 
Las principales enzimas implicadas en el metabolismo celular de HNE son: glutation-S-
transferasa (GST), aldehído deshidrogenasa (ALDH) y alcohol deshidrogenasa (ADH). Por lo 
tanto, los mayores metabolitos de HNE son el aducto HNE-glutation (GS-HNE), el ácido 4-
hidroxi-2-nonenóico (HNA) y el correspondiente alcohol 2-nonen-1,4-diol (DHN), siendo GS-HNE 
el más abundante de los tres, seguido por HNA y por último DHN. La proporción de los tres 
metabolitos en hepatocitos fue 6:4:1, patrón que no tiene por qué repetirse en otros tipos 
celulares  (Poli et al., 2008).  
GSH puede interaccionar con HNE de manera espontánea mediante adición de Michael, 
no obstante la velocidad de esta reacción es de 300-600 veces mayor cuando es catalizada por 
GST (Ålin et al., 1985). La eficiencia de este mecanismo de detoxificación conlleva la rápida 
depleción del GSH celular (Siems y Grune, 2003). De extrema importancia es el transporte del 
conjugado GS-HNE al exterior celular, el cual, a pesar del gradiente de concentración, no se 
lleva a cabo por difusión, sino que está mediado por transportadores de membrana 
pertenecientes a la familia MRP (Multidrug Resistance-Associated Protein) (Reichard et at., 
2003). 
La oxidación de HNE a HNA catalizada por la enzima mitocondrial aldehído 
deshidrogenasa (ALDH) es dependiente de NAD (Mitchell y Petersen, 1987). Cabe destacar de 
este proceso la incapacidad de HNA de reaccionar con nucleófilos mediante adición de Michael. 
  
30       
HNE también puede ser reducido, dando lugar al compuesto inactivo DHN. La enzima encargada 
de catalizar esta reacción es la alcohol deshidrogenasa (ADH), cuya actividad es dependiente de 
NADH (Boleda et al, 1993). 
La reducción del doble enlace C=C por alquenal oxidoreductasa (AO) empleando 
NAD(P)H como cofactor, es otro proceso para metabolizar el HNE, siendo el producto final de 
esta reacción 4-hidroxinonanal (HAA) (Schaur, 2003). Los mecanismos de detoxificación 











   Figura In.5. Principales vías de detoxificación de HNE (Petersen y Doorn, 2004). 
 
 3.3. Efectos biológicos de HNE 
Hasta la década de los 70 los estudios acerca de este compuesto se centraron 
principalmente en su actividad carcinostática y su reactividad con moléculas que contenían 
grupos tioles (glutation, cisteínas y proteínas-SH) (Esterbauer et al., 1991). A partir de esta 
fecha, se han sucedido interesantes estudios que tratan de dilucidar el papel que desempeña 
HNE en la patofisiología celular. Inicialmente se consideró a HNE como el producto más tóxico 
resultante de la peroxidación lipídica, el cual actuaba como segundo mensajero de los radicales 
libres, implicado en diversas patologías. Además, se comprobó que podía actuar como factor de 
crecimiento y molécula de señalización celular, cuando la concentración del mismo se 
encontraba en niveles fisiológicos. A partir de 1997, el número de publicaciones que estudian a 









un biomarcador de procesos patofisiológicos, pero además de esta línea, también son 
numerosos los trabajos que se centran en conocer los efectos biológicos de HNE y está 
comenzando a despertar cada vez más interés el estudio de HNE dentro del campo de la 
tecnología alimentaria (Zarkovic, 2003). 
 La concentración de HNE en la célula depende del estado fisiológico de la misma, y 
también existe una diferencia espacial muy marcada, ya que HNE se genera en las proximidades 
de las membranas celulares, pero la difusión del mismo por todo el citosol y el efecto de las 
enzimas que lo metabolizan generan un gradiente, de manera que no se puede hablar de una 
concentración homogénea de HNE en la célula, estableciéndose que en respuesta a insultos 
oxidativos la concentración de HNE varía entre 10μM y 5mM (Esterbauer et al., 1991). 
 Concentraciones elevadas de HNE (superiores a 100μM), implican efectos biológicos  
deletéreos, que en el caso de ensayos con cultivos celulares llevan a la muerte celular, como 
consecuencia de la inhibición total o parcial del metabolismo y las funciones celulares (Bickis et 
al., 1968; Schauenstein y Esterbauer, 1979). Los efectos más frecuentes a concentraciones de 
HNE en torno a mM son: rápida depleción del glutation celular, debido a la afinidad de HNE por 
los grupos –SH y por la actividad glutation-S-transferasa (Schauenstein y Esterbauer, 1979; 
Schauenstein, 1982; Poot et al., 1987; Cadenas et al., 1983; Griffin y Segall, 1987) ; disminución 
de grupos tioles de las proteínas celulares (Schauenstein y Esterbauer, 1979; Bickis et al., 1968; 
Dogterom et al., 1989); alteración de la homeostasis del Ca2+ (Griffin y Segall, 1987; Raess et al., 
1997; McConnell et al., 1999; Lu et al., 2002) y cambios morfológicos (Schauenstein et al., 1977; 
Schauenstein, 1982). 
Debido a que en condiciones normales existe una pequeña tasa de peroxidación lipídica 
en los tejidos, en células con un metabolismo basal se detectan concentraciones de HNE 
inferiores a 1μM. En estudios in vitro se ha visto que bajo estas condiciones se disparan 
numerosas cascadas de señalización, por ello se habla de “concentraciones fisiológicas de HNE” 
(Dianzani, 2003). El primero de estos efectos fisiológicos fue descrito por Curzio y su grupo 
(1982, 1985, 1986 y1994), quienes demostraron que concentraciones de HNE iguales o menores 
a 0.1μM disparan la actividad quimiotáctica de neutrófilos, activando una ruta de transducción 
que implica a la fosfolipasa C específica de fosfoinosítidos (Rossi et al., 1991). Se han 
encontrado concentraciones de HNE en torno a μM-pM en el foco infeccioso, de manera que se 
piensa que puede estar implicado en atraer a las células fagocíticas al lugar de la inflamación 
(Curzio, 1987a y b;  Di Mauro, 1995). 
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Una segunda demostración de que HNE puede actuar como segundo mensajero para 
activar rutas fisiológicas fue dada por Paradisi et al. (1985) quienes demostraron un incremento 
en la actividad adenilato ciclasa, cuando se trataban células hepáticas con HNE 1μM.  
HNE es capaz de bloquear la proliferación celular a concentraciones en las que los 
efectos letales son casi nulos o están ausentes, esto se debe a que inhibe a la ADN-polimerasa 
debido a que interacciona con la misma a través de los grupos sulfhidrilo (Wawra et al., 1986; 
Hauptlorenz et al., 1985; Poot et al., 1988; Schauenstein y Esterbauer, 1979). En células 
tumorales se han encontrado concentraciones de HNE muy bajas y se ha comprobado que 1μM 
de HNE es capaz de inhibir la proliferación celular y de activar la diferenciación (Barrera et al., 
2000 y 2002).  
3.4. Interacción de HNE con proteínas 
La acción citotóxica de HNE se debe principalmente a la capacidad que presenta para 
reaccionar con proteínas celulares (Esterbauer et al., 1991). Inicialmente se vio que HNE 
interaccionaba con los grupos sulfhidrilo (-SH) de Cys por adición de Michael y/o con el grupo     
ε-amino (ε-NH2) de Lys mediante la formación de bases de Schiff (Schauenstein et al., 1971; 
Esterbauer et al., 1975 y 1976). Uchida y Stadtman (1992), tomando como proteína modelo la 
insulina que no contiene grupos –SH libres y solo presenta un residuo de Lys, que en las 
condiciones experimentales  empleadas no reacciona con HNE, demostraron la interacción de 
HNE con el grupo imidazol de la cadena lateral de los residuos de histidina (His), por adición de 
Michael. La facultad de la molécula de HNE para reaccionar de diferentes maneras con los 
aminoácidos, le confiere la  capacidad de entrecruzar residuos en una misma proteína, causando 
modificaciones estructurales, que se pueden traducir en alteraciones funcionales (Uchida y 
Stadtman, 1992). Así mismo, HNE puede interaccionar con diferentes proteínas, ocasionando 
entrecruzamiento intermolecular que conlleva a la formación de agregados proteicos (Catalá, 
2009) 
Es elevado el número de enzimas susceptibles de inactivación por HNE debido a la 
formación de aductos aminoácido-aldehído. Cabe destacar: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 
(Szweda et al., 1993), gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (Uchida y Stadtman, 1993), 
glutation-S-transferasa (Mitchell et al., 1995), glutation reductasa (Vander Jagt et al., 1997), 
aldosa reductasa (Del Corso et al., 1998), α-cetoglutarato deshidrogenasa (Humphries y 
Szweda, 1998), la chaperona disulfuro isomerasa de retículo endoplásmico (Carbone et al., 
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2005) y citocromo c oxidasa mitocondrial (Chen et al., 1998), entre otras. En el caso de la 
citocromo c oxidasa, se ha descrito la formación de aductos HNE-Cit c oxidasa en 
cardiomiocitos, existiendo una correlación entre este hecho y la disfunción del miocardio inducida 
por reperfusión (Chen et al., 2001). 
La peroxidación lipídica que se produce en las membranas celulares está íntimamente 
asociada con las alteraciones funcionales y estructurales que afectan tanto a las proteínas 
asociadas a membrana como a la propia bicapa lipídica. Se ha visto que HNE es el principal 
responsable de los efectos citopatológicos que se producen como consecuencia final del estrés 
oxidativo (Uchida, 2003).  
El proceso de peroxidación lipídica está íntimamente asociado a numerosos procesos 
patológicos (Alzheimer, Parkinson, isquemia cerebral, aterosclerosis) en los cuales se evidencian 
alteraciones en la homeostasis iónica de la célula, principalmente en la homeostasis del Ca2+, 
que acaban en muerte celular. Inicialmente se pensó que tales alteraciones se producían por la 
pérdida de la integridad de la membrana, asociada a estrés oxidativo, pero pronto se vio que 
está involucrada una compleja cascada de eventos, que se inicia con la producción endógena de 
HNE por peroxidación lipídica (Mattson, 1998).  
En el comienzo y progresión de la enfermedad de Parkinson, HNE juega un papel 
importante, habiéndose demostrado la capacidad de HNE para inhibir el transporte de dopamina 
y la actividad Na+/K+-ATPasa en sinaptosomas de rata, al unirse de manera covalente a los 
grupos sulfhidrilos de ambos transportadores (Morel et al., 1999).  
En el caso de la enfermedad de Alzheimer, se ha observado que se incrementa la tasa 
de peroxidación lipídica con la consiguiente  elevación de los niveles de HNE en las células 
neuronales. El transporte iónico se midió en preparaciones de sinaptosomas, donde se ha visto 
que se produce inhibición de la actividad Na+/K+-ATPasa y un incremento del Ca2+ citosólico libre 
como consecuencia de la activación de los canales de entrada de Ca2+ y la inhibición de la Ca2+-
ATPasa de membrana plasmática, a lo que se une el hecho de que HNE inhibe la 
retroalimentación negativa que ejerce el Ca2+ citosólico sobre los canales de Ca2+ (Mark et al., 
1997; Lu et al., 2002). 
Se ha visto que la alteración en la homeostasis del Ca2+ juega un papel importante en el 
desarrollo inicial de la aterosclerosis, siendo HNE capaz de alterar los mecanismos de regulación 
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de Ca2+ en las células sanguíneas y endoteliales. Raess et al. (1997) han descrito los efectos 
que causa HNE sobre los transportadores de Ca2+ de eritrocitos humanos, donde la 
permeabilidad de este ión se incrementa y a su vez el transportador primario de Ca2+ y la Ca2+-
Mg2+-ATPasa se inhiben, de manera que los niveles de Ca2+ citosólico se elevan por encima de 
los niveles fisiológicos (<10-7M Ca2+). Los mismos efectos se han observado en células 
endoteliales (McConnell y Raess, 2002) y como consecuencia de los mismos se producen 
alteraciones morfológicas en las células. En las lesiones ateroscleróticas se han encontrado 
calcificaciones y depósitos de HNE, de modo que se piensa que HNE puede ser importante en el 
comienzo y desarrollo de la enfermedad (Steinberg et al., 1989; Esterbauer, 1991; Esterbauer et 
al., 1992; Raess et al., 1997).  
Por otro lado, diferentes evidencias indican que la formación de aductos HNE-proteína 
es un evento clave en alguno de los efectos relacionados con radicales libres en el corazón. 
Estos efectos incluyen: (a) perturbación del ritmo y contracción miocárdica (Lucas y Sweda, 
1998; Chen et al., 2001); (b) modificación de transducción de señales que conllevan a 
respuestas adaptativas o apoptosis (Eaton et al., 1999; Uchida et al., 1999; Uchida, 2000; 
Leonarduzzi et al., 2000) y (c) alteraciones del metabolismo energético mitocondrial (Humphries 
y Szweda, 1998; Humphries et al., 1998). 
 3.5. Implicación de HNE en enfermedades cardiovasculares (CVD) 
Se ha demostrado la presencia de elevadas concentraciones de HNE en las lesiones 
ateroscleróticas, tanto en humanos como en modelos animales (Ylä-Herttuala et al., 1989), 
especialmente en aquellas que son más inestables. En este tipo de lesiones se ha detectado la 
presencia de lipoproteína de baja densidad (LDL) modificada por HNE (Annangudi et al., 2008), 
la cual parece ser responsable de activar a los macrófagos, que contribuyen a la inflamación 
vascular característica de las lesiones ateroscleróticas. En el desarrollo de esta enfermedad, los 
macrófagos fagocitan los esteres de colesterol presentes en las lesiones, dando lugar a la 
formación de células espumosas (Yun et al., 2008). Así mismo, HNE promueve la adhesión de 
las células inmune pro-inflamatorias (macrófagos y linfocitos) al endotelio vascular, otro hecho 
característico de las etapas iniciales de la aterosclerosis (Go et al., 2007). 
El infarto de miocardio (MI) es una enfermedad bastante común, y en muchos de los 
casos se produce como consecuencia final del desarrollo de lesiones ateroscleróticas en las 
arterias coronarias que transportan sangre hacia el corazón. Por ello, además del efecto indirecto 
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de HNE como factor desencadenante de la aterosclerosis, este aldehído también está 
directamente implicado en el daño ocasionado en los miocitos cardíacos tras un infarto de 
miocardio. Blasig et al. (1995) han demostrado que HNE se acumula en las células musculares 
cardíacas tras el fenómeno de reperfusión, donde es responsable de la disfunción y muerte de 
los cardiomiocitos como consecuencia de las alteraciones en la homeostasis del Ca2+ y del 
citoesqueleto de actina (VanWinkle et al., 1994). Así mismo, altas concentraciones de aductos 
HNE-Proteína se han detectado en el plasma de pacientes con un cuadro agudo de  infarto de 
miocardio, así como en pacientes con fallo cardíaco (Mak et al., 2000). Este hallazgo apoya la 
interrelación existente entre enfermedades cardiovasculares y HNE (Dominguez-Rodriguez et al., 
2005) 
En muchas ocasiones, tras el infarto de miocardio se desencadenan una serie de 
arritmias que terminan con la muerte del individuo. HNE juega un papel importante en la 
etiopatología de las arritmias, ya que la aparición de las mismas es consecuencia de la inhibición 
de los canales de K+ por HNE, que finalmente resulta en la despolarización de la membrana 
plasmática y en la pérdida del potencial de acción (Bhatnagar, 1995). 
En el desarrollo y progresión de las enfermedades cardiovasculares enumeradas en este 
apartado, las dietas ricas en grasas son un factor importante a tener en cuenta, habiéndose 
descrito una correlación entre la ingesta de este tipo de dietas y unos mayores niveles de HNE 
en la sangre. Así mismo se ha demostrado en modelos de experimentación que la exposición a 
HNE puede inducir una mayor acumulación de grasas (Wonisch et al., 2001; Singh et al., 2009). 
4. FISIOLOGÍA MUSCULAR: SEÑAL DE CALCIO 
El 40-50% del peso de un ser humano lo constituye el sistema muscular. Los músculos 
son órganos muy especializados, cuya principal característica es su capacidad de transmitir el 
impulso nervioso desencadenante de la contracción muscular. La capacidad contráctil se 
produce cuando los filamentos de actina y miosina presentes en la célula (miofilamentos) se 
deslizan unos sobre otros. Los músculos se clasifican desde un punto de vista funcional, en dos 
tipos: voluntarios e involuntarios. También se pueden clasificar en base a sus características 
estructurales en: lisos y estriados. De esta clasificación emergen tres tipos musculares (Figura 
In.6): esquelético, liso y cardíaco. 
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A) Músculo esquelético: constituido por 
células fusiformes multinucleares, inervadas por 
neuronas motoras, siendo la contracción de los 
mismos voluntaria. 
B)   Músculo cardíaco: este tipo es 
específico del corazón, tal y como su nombre 
indica. Desde un punto de vista histológico se 
considera  estriado,  pero a  diferencia del  
músculo esquelético, su contracción es 
involuntaria, es decir está regida por el sistema 
nervioso autónomo. 
C) Músculo liso: localizado en los 
órganos internos, vasos sanguíneos y vías 
respiratorias. Al contrario que el músculo esquelético, este tipo muscular es involuntario y está 
regido por el sistema nervioso autónomo. Desde un punto de vista morfológico, está constituido 
por células pequeñas con un núcleo central. 
La consideración de un músculo como liso o estriado, depende de su aspecto al 
microscopio. Considerándose músculos estriados aquellos que presentan un bandeado 
característico, consecuencia de la organización de los miofilamentos en unidades repetitivas 
denominadas sarcómero. El que el músculo liso no presente un aspecto estriado no es debido a 
la ausencia de miofilamentos, sino a un modo de organización diferente, ya que las miofibrillas 
no van ancladas a los discos Z sino a unos agregados proteicos densos adheridos a la 
membrana plasmática, que hacen la función de éstos. De hecho estos cuerpos densos están 
constituidos por α-actinina, proteína que forma también parte de los discos Z. 
Otra diferencia entre ambos tipos musculares es la disposición de las miofibrillas, que en 
el caso del músculo esquelético es paralela a la membrana plasmática o sarcolema (Figura 
In.7A), mientras que en el músculo liso, los haces de miofilamentos presentan una distribución 
oblicua respecto al eje mayor de la célula (Figura In.7B), siendo este hecho responsable de la 













Figura In.6. Esquema representativo de las 
características histológicas de los diferentes 













 Figura In.7. Esquema de la contracción en músculo estriado (A) y liso (B). 
Teniendo en cuenta que el tipo celular empleado en este trabajo corresponde con 
músculo estriado, vamos a dejar de lado la fisiología del músculo liso para centrarnos en el 
estriado, concretamente en el músculo cardíaco. 
 4.1. Músculo cardíaco 
El corazón está constituido, en su mayoría, por células musculares contráctiles 
(cardiomiocitos) y fibroblastos (células no contráctiles muy abundantes). El resto, lo constituyen 
tejidos marcapasos, tejidos conductores (relacionados con la generación y la propagación de la 
actividad eléctrica cardíaca) y vasos sanguíneos. Los cardiomiocitos o células musculares 
cardíacas constituyen, aproximadamente, el 75 % del volumen total del miocardio. 
La función primordial del corazón es el bombeo eficiente de sangre gracias a los ciclos 
de contracción-relajación, que de forma coordinada, ejecutan los miocitos. Los ciclos de 
contracción-relajación en cardiomiocitos están orquestados por incrementos y disminuciones 
cíclicas del Ca2+ intracelular. Este fenómeno se desencadena como consecuencia de la 
despolarización de la membrana plasmática o sarcolema que induce la liberación y posterior 
entrada de Ca2+ del RS. Los cardiomiocitos se caracterizan por la presencia de uniones 
altamente especializadas, los denominados discos intercalares. Los discos intercalares 
contienen desmosomas y uniones comunicantes o “gap junctions”. Estas últimas son las 
responsables de que el corazón se comporte como un sincitio funcional, al permitir el 
acoplamiento eléctrico entre células, así como el paso de pequeñas moléculas e iones (Murphy, 
1998). Una característica del músculo estriado es la presencia de invaginaciones del sarcolema 
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transversos, tienen la finalidad de incrementar la superficie celular. Los miocitos contienen los 
orgánulos típicos de cualquier célula eucariota, destacándose la presencia de un sistema de 
retículo endoplásmico liso muy desarrollado, denominado retículo sarcoplásmico (RS), en cuyo 
interior se acumula gran cantidad de Ca2+. Los túbulos T, al penetrar en el interior del 
sarcoplasma, entran en contacto con las cisternas de RS, dado lugar a estructuras denominadas  
díadas.  
La unidad contráctil fundamental del corazón es el sarcómero, compuesto principalmente 
por dos tipos proteínas contráctiles: los filamentos gruesos de miosina y los filamentos finos de 
actina. Además de las proteínas del sarcómero, el citoesqueleto de los cardiomiocitos está 
constituido por proteínas no contráctiles capaces de conectar las miofibrillas entre ellas, así 
como a la membrana celular. 
El citoesqueleto no es sólo un apoyo mecánico y estructural para la célula. Está 
involucrado en procesos fundamentales como la función contráctil, la adhesión celular, las 
interacciones entre células y la transferencia de información entre células y citosol. De hecho, 
hay estudios que afirman que la ruptura de los microtúbulos, modula la señalización intracelular 
de Ca2+ (Gómez et al., 2000; Kerfant et al., 2001). 
 4.2. Acoplamiento excitación-contracción  en cardiomiocitos: papel del Ca2+ 
A lo largo de la evolución, el Ca2+ intracelular se ha convertido en un importante 
mensajero implicado en la regulación de funciones fisiológicas fundamentales como el 
acoplamiento excitación-contracción en las fibras musculares, la comunicación entre células, la 
secreción, el crecimiento, la fertilización, el desarrollo y la muerte (Roman, 2002). 
Evolutivamente, el papel primordial del Ca2+ se ha desarrollado gracias a la aparición de una 
serie de proteínas intracelulares, muchas de ellas con actividad enzimática, sensibles a los 
cambios en la concentración intracelular de este ión. Además de esas proteínas, también ha sido 
necesario el desarrollo de mecanismos encargados de mantener la homeostasis de este ión, 
tales como canales, transportadores y orgánulos de almacenamiento (Roman, 2002; Alberts et 
al., 2002; Gomperts et al., 2004). 
Los cardiomiocitos son células diferenciadas, que pierden su capacidad proliferativa 
poco después del nacimiento. Tras el nacimiento, el crecimiento del miocardio es consecuencia 
la denominada hipertrofia celular fisiológica, no produciéndose un incremento sustancial del 
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número de células (Dorn y Force, 2005). Desde un punto de vista clínico, es de extrema 
importancia tener en cuenta la baja capacidad proliferativa de este tipo celular, puesto que la 
pérdida o disfunción celular será compensada mediante mecanismos de hipertrofia. Este tipo de 
hipertrofia patológica está implicada con ciertas cardiomiopatías, así como con la progresión del 
fallo cardíaco (Woodcock y Matkovich, 2005). Estudios relativamente recientes han evidenciado 
la presencia de células madre cardíacas, capaces de dar lugar a los diferentes tipos celulares 
que conforman el corazón (Messina et al., 2004), lo cual indica que bajo determinadas 
condiciones patológicas, así como en procesos de envejecimiento, se puede producir una 
pequeña tasa de regeneración. 
La liberación de Ca2+ y por tanto la contracción muscular, se logra gracias a la capacidad 
del sarcolema para transmitir el impulso nervioso. El principal mecanismo implicado en el 
incremento de la [Ca2+] citosólica en cardiomiocitos es el denominado Calcium Induced Calcium 
Release (CICR), que induce la liberación de Ca2+ del RS (Fabiato, 1985; Bers, 2002). Como 
consecuencia del potencial de acción generado, se produce la apertura de los canales de Ca2+ 
tipo L regulados por voltaje (LTCC), también denominados receptores de dihidropiridina (DHPR). 
Esta pequeña subida de Ca2+ en el citosol es la que activa la apertura de los Receptores de 
Rianodina (RyR) del RS, a través de los cuales se produce la salida masiva del Ca2+ almacenado 
en el interior del RS  (Bodi et al., 2005; Birkeland et al., 2005). Una vez liberado el Ca2+ al 
sarcoplasma, éste se une a la troponina C, promoviendo la interacción entre los filamentos de 
actina y miosina del sarcómero, lo cual permite el desplazamiento de un filamento sobre el otro 
con el consiguiente acortamiento del sarcómero, responsable de la contracción muscular 
(Weber, 1959; Ebashi y Lipmann, 1962; Otsuka et al., 1964). 
Para que se lleve a cabo el proceso de contracción, denominado ciclo de los puentes 
cruzados, es necesario que se hidrolice el ATP, determinando la frecuencia de los ciclos la 
velocidad de contracción muscular (Opie, 1998). 
Cuando cesan los potenciales de acción que recorren el sarcolema, la concentración de 
Ca2+ citosólico comienza a disminuir. En la retirada del Ca2+ citosólico entra en juego la Ca2+-
ATPasa presente en la membrana del RS (SERCA), así como la Ca2+-ATPasa del sarcolema 
(PMCA) y al antiportador 3Na+/1Ca2+ (NCX1) también presente en el sarcolema. La actividad de 
la Ca2+-ATPasa es regulada por una proteína llamada fosfolambano, la cual al desfosforilarse 
actúa inhibiendo a esta bomba. 
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5.  PROTEÍNAS DEL RS IMPLICADAS EN LA REGULACIÓN DE LOS MOVIMIENTOS 
DE Ca2+ EN MÚSCULO ESTRIADO 
En una célula muscular, el RS actúa coordinando los movimientos de Ca2+ necesarios 
para que tengan lugar los procesos de contracción y relajación. Además de su localización 
estratégica (cisternas terminales adyacentes a los túbulos T y túbulos longitudinales envolviendo 
las miofibrillas), el RS ha desarrollado una compleja batería de proteínas capaces de llevar a 
cabo una regulación muy precisa de la dinámica muscular de Ca2+. De este modo, teniendo en 
cuenta su funcionalidad, se pueden distinguir tres grupos de proteínas (Rossi y Dirksen, 2006): 
1. Proteínas luminales de unión a Ca2+: implicadas en el almacenamiento de Ca2+. 
Estas proteínas son responsables de incrementar la capacidad del RS para 
acumular Ca2+. En este grupo están incluidas calsecuestrina (CSQ), sarcalumenina 
(SAR) e Histidine-Rich Calcium Binding Protein (HRC). 
2. Canales de liberación de Ca2+: como el Receptor de Ryanodina (RyR) y el receptor 
de IP3, estando este último canal especialmente implicado en la salida de Ca2+ en 
músculo liso (Liang, 2008). 
3. Proteínas de transporte de Ca2+ al interior del retículo: Ca2+-ATPasa de RS 
(SERCA). 
En la Figura In.8 se representa de forma esquemática una díada de músculo estriado, 
formada por un túbulo T y la porción de RS adyacente. En ella se muestra la distribución de las 





















Figura In.8. Representación esquemática de la distribución de proteínas implicadas en la regulación de Ca2+ 
en RS (Rossi y Dirksen, 2006).  
 5.1. Proteínas luminales de unión a Ca2+ 
 La eficacia de la liberación de Ca2+ durante la excitación-contracción depende en gran 
medida de la capacidad de unión a Ca2+ de las proteínas tamponantes, así como de los niveles 
de las mismas (Rossi y Dirksen, 2006). Estas proteínas se caracterizan por presentar una región 
acídica, responsable de la unión a Ca2+. 
 La más importante de las proteínas de unión a Ca2+ es la CALSECUESTRINA (CSQ), 
que constituye el 27% de las proteínas luminales presentes en las cisternas terminales. Las 
propiedades de esta proteína son similares para los dos tipos de músculo estriado (esquelético y 
cardíaco) (Beard et al., 2004). Las propiedades más características de CSQ son su baja afinidad 
(kD= 40μM) y alta capacidad de unión a Ca2+ (~ 40mol Ca2+/mol proteína a pH 7.5), lo cual 
incrementa la capacidad de acumulación de Ca2+ en el RS, que llega a superar concentraciones 
de 20mM, mientras que la cantidad de Ca2+ libre está en torno a 1mM (Beard et al., 2009). Esta 
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a través de las proteínas junctina y triadina, siendo la unión a estas proteínas dependiente de 
Ca2+ (Zhang et al., 1997). CSQ, además de tamponar Ca2+, actúa a modo de sensor de los 
niveles de Ca2+ luminales, transmitiendo la información al RyR (Beard et al., 2004 y 2009) 
 Las proteínas TRIADINA y JUNCTINA (JNC), a pesar de estar integradas en la 
membrana, presentan grandes dominios luminales, responsables de la unión a CSQ, por ello se 
ha propuesto que la finalidad de las mismas sea el acercamiento de CSQ, principal proteína de 
unión a Ca2+ a los canales de RyR, a través de los cuales se libera este ión (Beard et al., 2005). 
 Un trabajo publicado por Györke et al. (2004) propone el mecanismo de regulación de 
los RyR por acción de las proteínas Triadina, JNC y CSQ (Figura In.9). Basándose en el hecho 
de que CSQ actúa como sensor de los niveles de Ca2+ luminales, se unirá al RyR a través de las 
proteínas Triadina y JNC en función de los mismos, regulando la actividad del canal. Tal y como 
muestra la Figura In.9, a bajas concentraciones luminales de Ca2+, CSQ inhibe al canal mediante 
el establecimiento de fuertes interacciones con Triadina y JNC, las cuales se debilitan al 






Figura In.9. Esquema del modelo propuesto por Györke et al., (2004) para la regulación de la salida de Ca2+. 
HISTIDINE RICH CALCIUM BINDING PROTEIN (HRC) es otra proteína de unión de 
Ca2+ de localización luminal. El que se encuentre en forma monomérica o constituyendo un 
multímero de cinco o más subunidades depende de la concentración de Ca2+ del RS (Suk et al., 
1999; Shannon et al., 2003). En su estructura se pueden distinguir tres regiones: una secuencia 
N-terminal; una zona central rica en His, que por su carácter acídico le confiere la capacidad de 
unir Ca2+; y un extremo C-terminal rico en Cys (Hofmann et al., 1989). La región central rica en 
His, además de estar implicada en la unión a Ca2+, es la responsable de la unión con otras 
























en músculo estriado (esquelético y cardíaco) como en músculo liso (Hofmann et al., 1989; Lee, 
H.G. et al., 2001). 
 Picello et al. (1992), demostraron que la 
capacidad de HRC para interaccionar con 
triadina es sensible a Ca2+, lo cual implica a 
esta proteína de manera directa en la 
regulación de la salida de Ca2+ (Lee, H.G. et al., 
2001), ya que la unión de HRC con triadina 
afecta a la funcionalidad del RyR (Zhang et al., 
1997; Györke et al.; 2004). Se ha comprobado 
en cardiomiocitos que la sobreexpresión de 
HRC implica una disminución en la salida de 
Ca2+ del RS (Fan et al., 2004), lo cual implica 
que la unión de HRC con RyR ejerce un efecto 
inhibidor sobre éste último. HRC presenta 
mayor afinidad por triadina a concentraciones 
moderadas de Ca2+, similares a las 
concentraciones fisiológicas de este ión en el RS (Figura In.10B) (Sacchetto et al., 2001; Lee, 
H.G. et al., 2001; Arvanitis et al., 2007), lo cual indica que la interacción entre triadina y HRC se 
lleva a cabo mediante interacciones electrostáticas, de modo que se puede ver afectada por los 
cambios conformacionales sufridos por HRC.  
El hecho de que HRC sea susceptible de ser fosforilada en seis residuos de Ser, siendo 
la casein kinasa II (CKII) luminal la responsable de este hecho, llevó a pensar que la fosforilación 
de la proteína fuese otro mecanismo de regulación. En la década de los 90, el grupo de 
Shoshan-Barmatz describió que la fosforilación de HRC por CKII estaba implicada en una 
disminución de la afinidad de RyR por Ca2+ (Orr et al., 1996; Shoshan-Barmatz et al., 1996). 
 Recientemente se ha demostrado que HRC no sólo está implicada en la regulación de la 
salida de Ca2+, ya que también es capaz de unirse a la SERCA (concretamente en el extremo N-
terminal, localizado cerca de las zonas de unión a Ca2+), regulando de esta manera el transporte 
de Ca2+ al interior del RS. Tal y como se observa en la Figura In.10B, la mayor afinidad de HRC 
por la SERCA se da a bajas concentraciones de Ca2+. La sobreexpresión de esta proteína 
ocasiona una disminución en la tasa de transporte de Ca2+, sin afectar a la capacidad de carga 
Figura In.10. Representación esquemática de las 
interacciones de HRC con RyR (vía triadina) y 
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del RS, lo cual indica que HRC ejerce un efecto supresor sobre la SERCA (Gregory et al., 2006). 
El efecto del Ca2+ en la interacción de HRC con SERCA y triadina demuestra que esta proteína 
funciona como un sensor de los cambios de Ca2+, regulando tanto la salida como la entrada de 
este ión, quedando patente su importancia en la regulación del acoplamiento excitación-
contracción. No obstante, hasta el momento no está claro el papel exacto de HRC en la 
regulación de ambos procesos (Arvanitis et al., 2011). 
 SARCALUMENINA (SAR) es una glicoproteína con capacidad de unir Ca2+, que,  a 
diferencia de todas las demás, se localiza preferentemente en los túbulos longitudinales (Figura 
In.8) y al igual que ocurre con HRC, es susceptible de ser fosforilada por CKII (Orr et al., 1991). 
Su colocalización con la SERCA la implica de manera directa en la regulación de la recaptación 
de Ca2+. Shimura et al. (2008) han evidenciado que SAR induce un incremento en la velocidad 
de transporte de Ca2+ al interaccionar con la SERCA, lo cual puede deberse al hecho de que 
SAR regule tanto la afinidad de Ca2+ por SERCA como la actividad de esta proteína 
transportadora. Además de esta función reguladora, estos autores postulan el papel de SAR 
como estabilizadora de la SERCA, ya que han descrito en animales knock-out para SAR (SAR-
KO), una notable disminución en la expresión de SERCA, sin verse afectados los niveles de 
mRNA. Este hecho apunta a que la interacción de SAR con SERCA actúe estabilizando a la 
bomba (Shimura et al., 2008). 
5.2. Canales de liberación de Ca2+. Receptor de Rianodina (RyR)  
Los canales de salida de Ca2+ localizados en el RS (Receptor de Rianodina -RyR- y 
receptor de IP3 –IP3R), difieren de los canales iónicos de la membrana plasmática, tanto por su 
mayor tamaño como por su alta conductancia no selectiva, lo cual le permite llevar a cabo la 
liberación de Ca2+ del RS a una mayor velocidad (Zalk et al., 2007). Dado que en músculo 
cardíaco es más relevante el papel del RyR, nos centraremos en él (Endoh, 2008). El 
RECEPTOR DE RIANODINA (RyR), recibe este nombre por su alta afinidad y especificidad para 
unir al alcaloide vegetal rianodina, el cual ha sido ampliamente empleado en la evaluación de la 
funcionalidad del canal (Chu et al., 1990).  
El RyR es un homotetrámero compuesto por monómeros de 565kDa. La integración en 
la membrana se lleva a cabo a través del dominio C-terminal, el cual está constituido por el 10% 
de la proteína, mientras que el 90% restante forma la porción globular citosólica, la cual sirve de 
andamiaje a otras proteínas reguladoras como calmodulina (CaM) o protein kinasa A (PKA), que, 
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junto con las proteínas descritas en el apartado anterior, también intervienen en la modulación 
del canal (Zalk et al., 2007). Se ha estimado que cada monómero contribuye a la formación del 
canal con 6-8 segmentos transmembrana (Du et al., 2002), estando los loops citosólicos también 
implicados en la estructura del poro (Balshaw et al., 1999; Samso et al., 2009), siendo los 
aminoácidos Glu4832, Ile4829, Gly4826 y Gln4881, los que median de forma directa el paso del 
Ca2+ a través del poro. 
Cuando la concentración citosólica de Ca2+ ronda los 100-200nM (diástole), el canal se 
encuentra cerrado. Su apertura se produce, mediante el mecanismo CICR, al incrementarse 
ligeramente el nivel citosólico de Ca2+ a niveles submicromolares, teniendo lugar su máxima 
actividad cuando la concentración citosólica de Ca2+ supera los 10μM (Kushnir y Marks, 2010). 
Además de las proteínas descritas en el apartado 5.1, que interaccionan con el dominio 
C-terminal (luminal), existen otras proteínas que interaccionan con el dominio citosólico o N-
terminal. Entre ellas cabe destacar: la kinasa II dependiente de Ca/Calmodulina (CaMKII) y 
proteína kinasa A (PKA), las cuales activan al canal mediante fosforilación; la calmodulina (CaM), 
implicada en regular el cierre del canal; y las fosfatasas 1 y 2A (PP1 y PP2A), que desfosforilan a 
RyR (Kushnir and Marks, 2010). La disfunción del RyR contribuye en la patogénesis del fallo 
cardíaco, habiéndose descrito una hiperfosforilación crónica del canal mediada por PKA (Marx el 
al., 2000) 
5.3. Proteínas implicadas en la restauración de los niveles de Ca2+ citosólicos. 
Ca2+-ATPasa de RS (SERCA)  
En la restauración de los niveles citosólicos de Ca2+, entran en juego proteínas del RS 
(Ca2+-ATPasa o SERCA e Intercambiador de Na+/Ca2+ -NCX-) y proteínas de la membrana 
plasmática (PMCA). Dado que es el RS el principal responsable de las oscilaciones de Ca2+ 
durante el proceso de relajación en cardiomiocitos, nos centraremos en la Ca2+-ATPasa o 
SERCA, por ser responsable de retirar el 75% del Ca2+ citosólico una vez concluida la 
contracción (Kawase y Hajjar, 2008). 
La Ca2+-ATPasa de RS o SERCA pertenece a la familia de las ATPasas tipo P, dentro 
de la cual también se encuentran: la Ca2+-ATPasa de membrana plasmática (PMCA), la Na+/K+-
ATPasa y la H+-ATPasa. Esta familia de transportadores también se denominan bombas, ya que 
transportan iones en contra de gradiente, para lo cual requieren la energía proveniente de la 
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hidrólisis del ATP. La denominación de la familia se debe al hecho de que todas ellas transfieren 
el fosfato terminal del nucleótido a un residuo de Asp localizado en el sitio catalítico, lo cual 
implica un cambio conformacional reversible. En el caso concreto de la SERCA, su mecanismo 
de acción consiste en transportar dos iones Ca2+ por cada molécula de ATP que se hidroliza 
(Sweadner y Donnet, 2001). 
La SERCA es una proteína transmembrana con un peso molecular de 110kDa. Es una 
proteína muy versátil y está muy conservada a lo largo de la escala evolutiva. A diferencia de lo 
que ocurre en invertebrados, en el caso de vertebrados existen tres genes (ATP1, ATP2 y ATP3) 
que codifican para esta proteína, existiendo al menos 11 isoformas que se generan mediante 
splicing alternativo. En la TABLA In.II se muestra un resumen de las principales isoformas 
(Periasamy y Kalyanasundaram, 2007). 
TABLA In.II. Distribución de las isoformas de SERCA en mamíferos (Periasamy y Kalyanasundaram,2007) 
 Músculo  Esquelético     
 Contracción Rápida Contracción Lenta Músculo Cardíaco Músculo 
Liso 
Célula No 
Muscular ISOFORMA Fetal Adulto Fetal Adulto Fetal Adulto 
SERCA1a    - +++++    -     -    -     - - - 
SERCA1b +++      -    -     -    -     - - - 
SERCA2a   +      -   +  +++   + ++++ + - 
SERCA2b   +     +   +    +   +    + + + 
SERCA3a    -      -    -     -    -     - - + 
SERCA3b    -      -    -     -    -     - - + 
SERCA3c    -      -    -     -    -     - - + 
Si se comparan las diferentes isoformas, cabe destacar que la estructura primaria de las 
mismas está altamente conservada. La proteína SERCA2a presenta casi un 90% de homología 
con la SERCA1a, que es la isoforma estudiada con mayor profundidad. A su vez las isoformas 
de SERCA3 tienen un 75% de su secuencia en común con las otras dos isoformas (SERCA1 y 
SERCA2). Este alto grado de conservación en la estructura primaria hace prever que estas 
proteínas presenten una estructura terciaria idéntica. Otro hecho común a todas las isoformas de 
SERCA es su sensibilidad a tapsigargina, un sesquiterpeno vegetal capaz de inhibirlas 
(Periasamy y Kalyanasundaram, 2007).  
Teniendo  en cuenta  los modelos biológicos  empleados  en esta tesis, nos centraremos 
en  las  isoformas más  abundantes  en músculo  estriado, es  decir,  SERCA1a   y  SERCA2a.  
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Ambas isoformas están reguladas por 
unos polipéptidos de bajo peso molecular 
denominados sarcolipina (SLN) y 
fosfolambano (PLN),  respectivamente. 
SLN y PLN son proteínas integrales de 
membrana, que bloquean la 
translocación de los iones Ca2+ mediante 
el establecimiento de interacciones 
intermembrana con la bomba. Mientras 
que se sabe que la fosforilación de PLN, 
en respuesta a un estímulo β-
adrenérgico, restablece el transporte de 
Ca2+, el mecanismo de acción de SLN no 
está bien establecido, aunque se ha 
propuesto un mecanismo similar al 
llevado a cabo por PLN (Traaseth et al., 2008). La semejanza existente entre ambas proteínas, 
en lo que se refiere al mecanismo de acción, también es extensible a su estructura y modo de 
interacción con SERCA, tal y como queda patente en la Figura In.11. 
La estructura terciaria de la SERCA1a ha sido estudiada en profundidad mediante el 
empleo de mutagénesis dirigida y cristalización de la proteína, habiéndose establecido la 
presencia de tres dominios citosólicos (A, impulsor o transductor; N, de unión a nucleótido y P, 
de fosforilación) que conforman la cabeza globular; un dominio transmembrana constituido por 
10 α-hélices  (M1-M10) y un pequeño loop luminal (Toyoshima, 2008).  
El dominio P se caracteriza por presentar el residuo de fosforilación (Asp351) (Aravind et 
al., 1998). Su forma de cuña, facilita los movimientos rotacionales del dominio A (Toyoshima et 
al., 2007). 
Figura In.11. Modelización molecular de los complejos 
SLN/SERCA y PLN/SERCA (Traaseth et al., 2008: SLN y 
PLN se representan en color rojo. 
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El dominio A está conectado 
a las hélices M1-M3 y es el 
encargado de cerrar el bolsillo 
hidrofóbico formado por los dominios 
N y P, impidiendo la entrada de la 
molécula de agua que hidrolizará la 
unión del fosfato con el Asp351 hasta 
que no se hayan extruido los iones 
Ca2+  (Toyoshima et al., 2004 y 
2007). En este dominio existe un 
motivo TGES implicado en la 
desfosforilación (Clausen et al., 
2004; Ma et al., 2005; Anthonisen et 
al., 2006). 
Por último, el dominio N es 
el de mayor tamaño tamaño (~27 
kDa), y está formado por los residuos aminoacídicos situados entre las dos regiones que forman 
el dominio P. En él se produce la unión del nucleótido y está implicado en la trasferencia del ATP 
al sitio P (Toyoshima y Mizutani, 2004; Sørensen et al., 2004). 
En esta región citosólica se diferencia una zona denominada “cuello” que conecta la 
porción citoplasmática con la transmembranal, la cual está implicada en la transmisión de los 
cambios conformacionales que se producen en la región citosólica, como consecuencia de la 
fosforilación de la enzima, hasta la región transmembrana (Toyoshima, 2008).  
En la región transmembrana se localizan los sitios de alta afinidad por Ca2+, localizados 
uno al lado del otro y en la superficie citoplasmática. La unión de Ca2+ es secuencial. El primer 
ión Ca2+ se une al denominado sitio I, el cual está rodeado por las hélices M5, M6 y M8, estando 
constituido por los átomos de oxígeno de las cadenas laterales y dos moléculas de agua. El sitio 
II está cercano a la hélice M4, cuya región central, parcialmente desenrollada, aporta tres grupos 
carbonilos mientras que la hélice M6 aporta dos oxígenos. La organización de los átomos de 
oxígeno en los sitios de unión a Ca2+ recuerda al motivo mano E-F, característica de muchas 
proteínas de unión a Ca2+. Ambos sitios de unión a Ca2+ están coordinados, de este modo, 
cualquier evento que ocurra en uno de los sitios es transmitido al otro (Toyoshima, 2008). 




Los sitios de unión a Ca2+ también están comunicados con el dominio de fosforilación, 
gracias a la zona luminal de la hélice M5, la cual se integra en el dominio P, formando un puente 
de hidrógeno con una pequeña porción de la hélice M4 con estructura en lámina-β. Además el 
dominio P también queda conectado con el dominio transmembrana a través de la hélice M3 
mediante puentes de hidrógeno (Toyoshima y Nomura, 2002; Toyoshima e Inesi, 2004). 
5.3.1. Mecanismo Catalítico de la Ca2+-ATPasa 
 Se han propuesto varios mecanismos de acción para la enzima, el modelo cinético más 
simple consta de cuatro etapas (Figura In.13). Según este modelo, la enzima puede encontrarse 
en dos estados conformacionales E1 y E2. El estado E2 se ha considerado el estado basal de la 
enzima, en él la cabeza luminal está compacta, con los tres dominios asociados mediante 
puentes de hidrogeno (Toyoshima y Nomura, 2002). En este estado, la enzima posee los centros 
de alta afinidad para Ca2+ ocupados por moléculas de agua, estando los grupos carboxilo de los 
sitios de unión a Ca2+ protonados, a fin de compensar el desequilibrio de cargas. Este estado E2 
es estable siempre que las condiciones de pH sean las adecuadas (pH ácido), de modo que bajo 
condiciones fisiológicas (pH 7), la enzima se encuentra en estado E1, en el cual los sitios de 









Figura In.13. Esquema ilustrativo de los cambios estructurales acontecidos en la Ca2+-ATPasa de RS durante 
el ciclo catalítico (basado en las estructuras cristalizadas de 7 estados diferentes) (Toyoshima, 2009). 
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En condiciones fisiológicas (concentración mM de Mg2+, nivel basal de Ca2+ y pH 7), el 
sito I de unión a Ca2+ está ocupado por un Mg2+, ocasionando una reorganización de las hélices 
transmembrana que facilitará la entrada de los iones Ca2+. Tras dicha unión, la enzima queda en 
estado E1-2Ca2+, el cual se caracteriza por el enderezamiento de la hélice M5 con la 
consiguiente pérdida de la compactación de la cabeza citosólica, lo cual hace que los dominios A 
y P se alejen, permitiendo la entrada del ATP, que se sitúa en la “bisagra” formada por los 
dominios P y N para dar lugar a la especie E1-ATP~E1P. El ATP se puede unir a la enzima 
cuando los iones Ca2+ no ocupan los sitios I y II, pero no se puede llevar a cabo la fosforilación 
del Asp351. La unión del ATP se lleva a cabo de tal manera que genera un estado de tensión en 
la cabeza globular, que permite la flexión del dominio P y el giro del dominio A. Al mismo tiempo, 
la hélice M1 sufre una serie de cambios, de modo que los sitios de unión a Ca2+, ocupados por 
dos iones Ca2+, quedan ocluidos en la membrana. En la siguiente etapa, el dominio N se 
reorienta, de modo que permite la transferencia del γ-fosfato (γ-P) del ATP al Asp351. Además 
de la reorientación acontecida en el dominio N, el dominio A sufre una serie de giros, que 
permiten que el loop TGES ocupe el espacio existente entre los dominio A y P, a fin de impedir la 
entrada de una molécula de H2O, que pueda hidrolizar el fosfato. Los movimientos sufridos por la 
cabeza globular, principalmente los del dominio A, son responsables de que se den una serie de 
cambios en las hélices transmembrana liberándose los dos Ca2+ al lumen, quedando la enzima 
en estado E2-P. Al quedar libres los sitios de unión a Ca2+, vuelven a ocuparse por moléculas de 
H2O. La liberación del fosfato se produce como consecuencia de la entrada de una molécula de 
agua al sitio de fosforilación. La entrada de la molécula de agua se facilita por la rotación del 
dominio A, que también implica la reorganización de las hélices transmembrana, de modo que 
los sitios de unión a Ca2+, ocupados por H2O, quedan cerrados por la cara luminal, retornando de 
nuevo al estado E2 (Toyoshima, 2009).  
6. MUERTE CELULAR Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR 
El corazón es un órgano con una limitada capacidad regenerativa, lo cual lo convierte en 
un órgano muy susceptible a los procesos de estrés. La muerte de las células cardiacas, tanto 
progresiva como aguda, está muy relacionada con el desencadenamiento de enfermedades 
cardiovasculares (ECV), tales como el fallo cardíaco (HF: Heart Failure), infarto de miocardio (MI: 
Myocardial Infarction) e isquemia/reperfusión (I/R) (Whelan et al., 2010). Dado que las ECV 
constituyen la principal causa de muerte en los países desarrollados, estos países invierten una 
gran parte de sus recursos en la investigación de las mismas, con la finalidad de indagar a fondo 
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en el conocimiento de estas enfermedades, así como en la búsqueda de estrategias 
encaminadas a su prevención y cura. 
La progresión de ECV no se encuadra con un único tipo de muerte celular, habiéndose 
descrito tanto procesos apoptóticos como necróticos, así como muerte celular mediada por 
autofagia (Whelan et al., 2010).  
- La AUTOFAGIA es una vía de degradación lisosomal, mediante la cual los 
componentes y orgánulos celulares defectuosos son englobados por una doble membrana. Ésta 
vesícula cargada de material celular defectuoso o autofagosoma, se fusiona con un lisosoma, 
liberando su contenido al interior de este último (Figura In.14). Es en este complejo, resultante de 
la fusión del autofagosoma con el lisosoma (autolisosoma), donde se lleva a cabo la destrucción 
del material dañado (Levine y Kroemer, 2008). Inicialmente, la autofagia tiene una finalidad 
protectora, promoviendo la supervivencia, tanto al destruir elementos dañados que puedan dar 
lugar a un mal funcionamiento de la célula;  como bajo condiciones de depleción de nutrientes, 
permitiendo obtener energía como consecuencia de la autodigestión programada.  Por tanto, en 
todos los tipos celulares, incluidos cardiomiocitos, se da una tasa basal de autofagia (Hamacher-
Brady et al., 2006; Nakai et al., 2007), resultando los defectos en este proceso fisiológico, letales 
para la célula. En el caso de los cardiomiocitos, las deficiencias en la autofagia basal se han 
descrito en ciertas enfermedades tales como la Enfermedad de Danon y Enfermedad de Pompe, 





  Figura In.14. Esquema de un proceso de autofagia. 
Por otro lado, la autofagia también se ha relacionado con ECV, siendo un hecho 
prominente en la etiopatología de desórdenes como la I/R, el MI y el HF (Levine y Kroemer, 
2008).  
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En el caso concreto de la I/R, la activación de la autofagia durante un periodo isquémico 
corto-moderado, es esencial para suplir los requerimientos energéticos de los cardiomiocitos, ya 
que el bloqueo en el flujo de oxígeno impide la generación de energía mediante fosforilación 
oxidativa (Yan et al., 2005; Matsui et al., 2007). No obstante, cuando la isquemia es prolongada, 
la autofagia se bloquea, lo cual resulta letal para la célula al ocasionar daños irreversibles y 
disfunción contráctil (Decker y Wildenthal, 1980). Por el contrario, durante la reperfusión, el 
mantenimiento de la autofagia, esta vez inducida por ROS, sobrecarga de Ca2+ o daño 
mitocondrial, es perjudicial para la célula (Gustafsson y Gottlieb, 2009). Por tanto, se ha visto, 
que la autofagia puede tener un comportamiento dual, en función de las condiciones que 
induzcan su activación.  
La activación de la autofagia, descrita en cardiomiocitos bajo diferentes condiciones 
patológicas, se ha considerado un mecanismo de muerte celular programada, al haberse 
demostrado que existe interrelación entre este tipo de muerte y la apoptosis, ya que las 
catepsinas (enzimas lisosomales empleadas como marcadores de autofagia) pueden ocasionar 
tanto la apertura del poro de transición mitocondrial y la activación de caspasas (Zhao et al., 
2003; Cirman et al., 2004; Broker et al., 2005). 
La interrelación entre autofagia y apoptosis va más allá. Se ha descrito que la apertura 
del poro de transición mitocondrial acontecida durante la apoptosis, puede ser una señal para 
que se lleve a cabo la degradación de las mitocondrias mediante autofagia (Halestrap et al., 
2004). A su vez, la proteólisis de beclina 1 (proteína esencial para el correcto funcionamiento de 
la autofagia) por parte de catepsinas, exterioriza un dominio pro-apoptótico (similar a BH3) 
presente en esta proteína, que se une a Bcl-XL (proteína anti-apoptótica), inhibiéndola.  
- La NECROSIS se caracteriza por una serie de hechos morfológicos y bioquímicos, 
tales como hinchazón de la célula y de los orgánulos, depleción brusca de los niveles celulares 
de ATP y pérdida de la integridad de la membrana, como consecuencia de la cual el contenido 
celular se libera al medio, desencadenándose una respuesta inmune secundaria (Whelan et al., 
2010). En comparación con otros tipos de muerte celular como la apoptosis o autofagia, se ha 
considerado a la necrosis como un proceso de muerte descontrolado, no obstante evidencias 
recientes apuntan a mecanismos de control durante la misma. Como consecuencia de ello, han 
surgido nuevas denominaciones para el mecanismo de necrosis, las más empleadas son 




En las ECV, la necrosis juega un papel importante, combinándose en algunos casos 
como en I/R o HF con procesos apoptóticos. La necrosis en I/R comienza como consecuencia de 
una deficiencia en el transporte electrónico mitocondrial ante la carencia de oxígeno, lo cual se 
traduce en una depleción de ATP así como en una sobrecarga de Ca2+, ambos hechos junto con 
un incremento en las ROS ocasionan una disfunción mitocondrial. El desequilibrio iónico 
producido conlleva una entrada masiva de agua, con la consiguiente hinchazón de los orgánulos 
y de la célula propiamente dicha, que culmina con la ruptura de membranas, de modo que se 
liberan al medio enzimas proteolíticas lisosomales que serán las responsables de la degradación 
del citoesqueleto. Las proteasas que inicialmente se activan durante la necrosis son las 
calpaínas (dependientes de Ca2+), pudiéndose detectar también, a posteriori, actividades 
caspasas y actividad catepsina como consecuencia de la ruptura lisosomal. Como consecuencia 
de la pérdida de la integridad celular, se libera el contenido citoplásmico al medio con la 
consiguiente atracción de células inflamatorias al foco necrótico, lo cual desencadena una 
respuesta inflamatoria (Vanlangenakker et al., 2008). 
- Al igual que ocurre con la necrosis, la APOPTOSIS se caracteriza por una serie de 
hechos morfológicos y bioquímicos, tales como condensación de la cromatina (picnosis), 
fragmentación del ADN, disminución del tamaño celular y formación de vesículas en la 
membrana. A diferencia de la necrosis, la apoptosis es un proceso con altos requerimientos 
energéticos, de modo que no se produce una depleción brusca del ATP (Elmore, 2007). Así 
mismo, durante todo el proceso apoptótico se mantiene la integridad de la membrana plasmática, 
por lo que este tipo de muerte celular no va acompañado de un proceso inflamatorio, ya que los 
cuerpos apoptóticos son rápidamente fagocitados, bien por macrófagos o células adyacentes. En 
el caso de células en cultivo, en las que al no poder llevarse a cabo la fagocitosis, en los estadios 
finales del proceso apoptótico se puede producir una ruptura de la membrana, proceso que se 
conoce como necrosis secundaria (Aderem y Underhill, 1999; Silva et al., 2008; Silva, 2010). 
Pero sin duda alguna el marcador más claro de la apoptosis es la activación de caspasas, ya que 
los cambios nucleares como la fragmentación del ADN también se han descrito en otro 
mecanismo de muerte denominado Partanatos (Andrabi et al., 2008), el cual es independiente de 
caspasas. Las caspasas son proteasas responsables de la degradación de los componentes 
celulares, bien de manera directa o mediante la activación por proteólisis de otras enzimas (Lee 
y Gustafsson, 2009).   
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Principalmente, la apoptosis puede mediar por dos vías diferentes: la intrínseca o 
mitocondrial y la vía extrínseca o mediada por receptores de muerte, habiéndose descrito ambas 
en cardiomiocitos (Whelan et al., 2010). Aunque se ha evidenciado que las dos vías están 
interrelacionadas, tal y como se demuestra en el esquema de la Figura In.15 (Igney y Krammer, 
2002), la vía extrínseca se desencadena como consecuencia de la activación de los receptores 
de muerte tales como TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) o Fas (Factor Related 
Apoptosis), los cuales se expresan en cadiomiocitos, implicándose en procesos 









        Figura In.15: Esquema representativo de la apoptosis (Chiong et al., 2011). 
Para la progresión de la vía intrínseca o mitocondrial, tal y como su nombre indica, la 
mitocondria juega un papel esencial, no obstante este orgánulo también se ve implicado en la vía 
extrínseca, la cual converge en ella (Lee y Gustafsson, 2009). Este orgánulo tiene un papel dual 
en la célula, ya que además de ser responsable de suplir los requerimientos energéticos 
celulares (que en el caso de los cardiomiocitos son muy elevados a fin de mantener su actividad 
contráctil, de ahí su abundancia -30% del volumen celular- y localización estratégica en los 
espacios intermiofibrilares y subyacente al sarcolema) también media en la muerte celular al 
liberar diversos factores apoptóticos, como consecuencia de la apertura del poro de transición 
mitocondrial (MPT).  La mitocondria además de ser el orgánulo mediador central de la vía 









procesos de necrosis y autofagia. La relación de este orgánulo con los mecanismos de muerte 
celular se debe a que defectos en la funcionalidad de la cadena de transporte electrónico, 
además de ocasionar la pérdida del ΔΨm, pueden inducir la formación de ROS, que si excede a 
los mecanismos celulares de defensa antioxidante, da lugar al proceso de peroxidación lipídica 
(PL), como consecuencia del cual se producen notables daños en la membrana. Así mismo los 
productos de PL, tal y como se indicó al comienzo de este capítulo, pueden ocasionar daños a 
los componentes celulares (Orrenius, 2007). 
En la apertura del poro de transición mitocondrial (MPT), mencionada en el párrafo 
anterior, juegan un papel importante las ROS y la pérdida de la homeostasis del Ca2+. Dado que 
los nucleótidos de piridina, especialmente NADPH, son la principal defensa antioxidante 
mitocondrial, la pérdida del estado redox de NADPH también favorece la apertura del MPT 
(Kowaltowski et al., 2001), además, teniendo en cuenta que NADPH es esencial en el reciclaje 
de GSH, se puede interrelacionar la depleción de GSH con el estado redox de nucleótidos de 
piridina y por tanto con el MPT (Le Quoc et al., 1976). Esta relación establecida entre la pérdida 
del estado redox y la apertura del MPT, se afianza por el hecho de que el empleo de 
antioxidantes y agentes con grupos tiólicos puede prevenir la apertura de MPT y por 
consiguiente de la apoptosis (Kowaltowski et al., 2001; Custódio et al., 2009). 
El incremento en la generación de ROS inducido por Ca2+ se puede explicar por la 
interacción de este catión con la cabeza aniónica de la cardiolipina, fosfolípidos muy abundante 
en la membrana interna mitocondrial, lo cual conlleva la desorganización de los fosfolípidos de 
membrana, viéndose afectada la cadena de transporte electrónico mitocondrial, lo cual se refleja 
en una mayor producción de ROS (Grijalba et al., 1999). 
En ciertas enfermedades cardiovasculares como aterosclerosis (Clarke et al., 2006 y 
2008), infarto de miocardio (Olivetti et al., 1996; Saraste et al., 1997) y fallo cardíaco (Narula et 
al., 1996), así como en modelos animales de I/R (Cheng et al., 1996; Gottlieb et al., 1994; Gao et 
al., 2008), se han detectado células apoptóticas, de modo que este tipo de muerte celular queda 
estrechamente relacionada con el desencadenamiento y progresión de estas patologías, 
convirtiéndose las estrategias encaminadas a prevenir la apoptosis en posibles aplicaciones 
terapéuticas (Lee y Gustafsson, 2009). 
En el caso de la aterosclerosis, se ha evidenciado que la presencia de macrófagos y 
células musculares lisas apoptóticas, hace más vulnerable el desprendimiento de la placa de 
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ateroma, lo cual es un riesgo inminente de trombosis, que en el caso de ocluir las arterias 
coronarias puede terminar en un cuadro de infarto de miocardio. Este hecho se explica por la 
acumulación de restos de células apoptóticas en el núcleo lipídico de la placa de ateroma, lo cual 
contribuye a la progresión y ruptura de la misma (Clarke et al., 2006 y 2008). Tal y como se ha 
indicado anteriormente, la aterosclerosis es la principal causa de riesgo de sufrir un infarto de 
miocardio, en este caso, tras el periodo isquémico, se produce la reperfusión, tratamiento 
esencial para la supervivencia, pero que conlleva profundos daños tisulares. Aunque inicialmente 
se atribuyó a la necrosis la pérdida masiva de células acontecida como consecuencia del infarto 
de miocardio, posteriormente se evidenció que la apoptosis también juega un papel esencial en 
este proceso, habiéndose descrito la presencia de células apoptóticas durante los estadios 
iniciales de la isquemia, al contrario que en los casos de isquemia prolongada donde se ha 
demostrado un predominio de muerte necrótica (Gottlieb et al., 1994; Olivetti et al., 1996; Saraste 
et al., 1997). La presencia de cardiomiocitos apoptóticos también se ha detectado meses 
después del infarto, lo cual indica que este proceso de muerte celular está implicado en la 
remodelización de este órgano y por tanto en el desarrollo del fallo cardíaco, a este hecho 
contribuye la baja capacidad regenerativa de los cardiomicitos, de modo que prevenir la pérdida 
de células en procesos que impliquen I/R es un tema de candente actualidad en la prevención 
del fallo cardíaco (Takemura et al., 1998). 
Dado que la apoptosis juega un importante papel en el daño ocasionado por I/R y 
teniendo en cuenta que en esta situación patológica se han detectado altos niveles de HNE, es 
interesante indagar más a fondo en los mecanismos moleculares que acontecen durante este 
proceso (Scarabelli et al., 2002; Chen et al., 2002; Gustafsson et al., 2004), a lo cual se dedicará 
el siguiente apartado de este capítulo introductorio. 
7. VÍAS DE SEÑALIZACIÓN APOPTÓTICA EN EL CORAZÓN 
Tal y como se ha indicado en el apartado anterior, la presencia de células apoptóticas se 
ha descrito en las patologías que conciernen al sistema cardiovascular, tales como la 
aterosclerosis, el MI, y el HF (Lee y Gustafsson, 2009).  
En el corazón se han descrito tres vías implicadas en la progresión de la muerte 
apoptótica, estas son: la vía extrínseca o de los receptores de muerte; la vía intrínseca o 
mitocondrial y la vía mediada por estrés del RE. Entre estas tres vías la caspasa-3 actúa a modo 
de conexión de las mismas, tal y como se representa en la Figura In.16. 
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A pesar de existir diferentes vías de activación de la apoptosis, cada una de ellas con 
una maquinaria de transmisión de señales muy compleja, una vez iniciada la señal, ésta se 
transmite a través de distintas proteínas adaptadoras convergiendo todas las señales en un 
punto común que es la activación de CASPASAS, tal y como se muestra en la Figura In.16. El 
nombre de estas cisteína proteasas se debe a su capacidad de cortar a la proteína diana detrás 
de un residuo de aspártico (cystein-dependent aspartate-directed proteases) (Alnemri et al., 











Figura In.16. Esquema representativo de las tres vías principales en la mediación de la apoptosis en el 
miocardio (naranja: vía extrínseca; roja: vía intrínseca y azul: vía mediada por estrés del RE) (Lee y 
Gustafsson, 2009). 
La familia de las caspasas está compuesta por 14 miembros caracterizadas por un alto 
grado de conservación. Se pueden clasificar en dos subfamilias: caspasas inflamatorias 
(caspasas 1, 2, 4, 5, 11-14) y caspasas apoptóticas (caspasas 3, 6-10) (Siegel, 2006). A su vez 
las caspasas apoptóticas se dividen en dos subgrupos: iniciadoras y efectoras, que de manera 
conjunta dirigen el proceso de apoptosis. Las caspasas se sintetizan en forma de zimógenos 
(proenzimas inactivas o pro-caspasas), constituidos por un extremo N-terminal o pro-dominio y 
cFLIP 
  
58       
un extremo C-terminal o dominio proteasa. La activación de las mismas tiene lugar por proteólisis 
limitada y asociación de subunidades (Stennicke y Salvesen, 1998). 
Desde un punto de vista estructural, el pro-dominio es de longitud variable y está 
implicado en la regulación de la activación, localizándose en él el dominio de reclutamiento de 
caspasa (CARD: Caspase-Recruiment Domain) también denominado dominio efector de muerte 
(DED: Death Effector Domain), que facilitan la interacción con proteínas que contengan este tipo 
de dominios. Las caspasas iniciadoras (caspasas-2, 8-10; la caspasa-2 aunque se incluye en la 
subfamilia de caspasas inflamatorias, por sus características estructurales, funcionalmente 
pertenece a las apoptóticas) se caracterizan por presentar un predominio largo y parecen estar 
implicadas en la iniciación del proceso. Estas caspasas iniciadoras se autoactivan al reclutarse y 
son las responsables de activar a las caspasas ejecutoras o efectoras (caspasas 3, 6 y 7), que al 
contrario de las iniciadoras presentan un prodominio corto. El nombre de efectoras se debe a 
que son las encargadas finales de ejecutar el proceso de apoptosis, mediante la activación de 
otras proteasas que se encargan de desmantelar la arquitectura celular (Earnshaw et al., 1999). 
7.1. Vía extrínseca o mediada por receptores de muerte 
En el caso de la vía extrínseca, la apoptosis se inicia a través de la activación de los 
denominados receptores de muerte, localizados en la membrana plasmática. Esta señal discurre 
a través de una compleja vía de transducción que conduce a la activación de la cascada de 
caspasas. Los receptores de muerte, pertenecientes a la superfamilia del recetor del factor de 
necrosis tumoral (TNFR), son proteínas transmembrana con una estructura común, la cual 
consiste en un dominio extracelular rico en Cys (dominio de unión al ligando); un dominio 
transmembrana y un dominio intracelular o dominio de muerte (DD: Death Domain), siendo este 
último el responsable de acoplar el receptor con el resto de la maquinaría apoptótica (Liao et al., 
2005).  
La señal se inicia tras la unión de los correspondientes ligandos (citoquinas pro-
apoptóticas y pro-inflamatorias como FasL y TNF) a sus respectivos receptores de muerte (Fas y 
TNFR respectivamente) (Ashkenazi et al., 1998; Danial y Korsmeyer, 2004). La unión del ligando 
provoca la homotrimerización del receptor y, de este modo, el receptor de muerte es capaz de 
reclutar proteínas adaptadoras hacia la membrana celular, lo cual implica la interacción del 
dominio de muerte de los receptores con el dominio DED de las moléculas adaptadoras como la 
proteína FADD (Fas Associated Death Domain). Estas moléculas adaptadoras actúan de puente 
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entre el receptor y las caspasas iniciadoras, ya que al contener un DED son  capaces de 
interaccionar homofílicamente con las caspasas iniciadoras (caspasa-8 y 10). Así, se forma un 
complejo de señalización de muerte denominado DISC (Death-Inducing Signaling Complex). En 
este mecanismo entra en juego con mayor frecuencia la caspasa-8, que inicialmente se 
encuentra en su forma inactiva denominada procaspasa-8, cuya activación requiere la 
interacción con FADD a través de su dominio DED (Muzio et al., 1996; Medema et al., 1997). 
Una vez activada la caspasa-8, ésta se encarga de dirigir la ejecución de la apoptosis, ya que es 
la responsable de activar a las caspasas ejecutoras, como por ejemplo la caspasa-3. Caspasa-8 
también puede cortar a la proteína Bid (proteína pro-apoptótica de la familia Bcl-2, 
concretamente de la subfamilia “BH3-only”), lo cual amplifica la señal de muerte al ocasionar 
daños mitocondriales que implican la permeabilización de la membrana externa mitocondrial 
(OMM) (Kantari y Walczak, 2011) y por tanto la salida de factores pro-apoptóticos, como 
citocromo c, implicados en activar a caspasa-9. De este modo se conecta la vía de receptores de 
muerte con la vía mitocondrial. 
La vía extrínseca de la apoptosis está regulada por proteínas denominadas cFLIP 
(cellular FLICE-like Inhibitory Protein), que también contienen un domino DED el cual le permite 
interaccionar con la molécula adaptadora a través de su DED, de modo que impide la interacción 
de las caspasas iniciadoras con los complejos receptor-proteína adaptadora. cFLIP es un 
homólogo de caspasa-8/10 inactiva cuyo mecanismo regulador depende de su concentración, 
impidiendo la formación de DISC a concentraciones elevadas, mientras que cuando está a baja 
concentraciones favorece la activación de las caspasas iniciadoras (mediante una 
heterodimerización con la procaspasa en DISC que permite el autoprocesamiento de ésta) 
(Bagnoli et al., 2010). 
Varios estudios sugieren un importante papel patofisiológico de la vía extrínseca en el 
desencadenamiento de la apoptosis acontecido en desórdenes cardíacos. En cardiomiocitos se 
ha descrito la presencia de los receptores TNFR y Fas, los cuales están implicados en diversas 
patologías cardíacas. En el caso del fallo cardíaco, se han descrito elevados niveles séricos de 
TNFα en estos pacientes, existiendo una correlación entre la severidad de la enfermedad y los 
niveles de esta citoquina (Levine et al., 1990; Dutka et al., 1993; Ferrari et al., 1995; Testa et al., 
1996). A este hecho se le suma que los cardiomiocitos pueden constituir una importante fuente 
de TNFα en enfermos de fallo cardíaco (Doyama et al., 1996). En el caso de la I/R se han 
detectado elevados niveles de TNFα (Kubota et al., 1997; Bryant et al., 1998) y FasL (Tanaka et 
  
60       
al., 1994) tanto a nivel local como en el torrente sanguíneo, estando este hecho relacionado con 
el desencadenamiento de la apoptosis en el miocardio. A su vez la sobreexpresión de FasL se 
ha implicado en la etiología de la aterosclerosis (Schneider et al., 2000).  
7.2. Vía intrínseca o mitocondrial 
Tal y como su nombre indica, el orgánulo mediador central de esta vía es la mitocondria, 
quien en las etapas iniciales del proceso sufre una serie de cambios tales como pérdida del 
ΔΨm asociado a un desacoplamiento de la cadena de transporte electrónico y síntesis de ATP, 
lo cual puede a su vez ocasionar un incremento en la generación de ROS (Vayssiere et al., 
1994). Así mismo, una sobrecarga de Ca2+ también puede causar la pérdida del ΔΨm, hecho 
que intensifica la generación de ROS y la disminución en la síntesis de ATP (Cadenas y Davies, 
2000; Patel, 2004). Por tanto la pérdida del ΔΨm se considera un hecho determinante en el 
desencadenamiento de la apoptosis, al tratarse del punto de no retorno de este proceso (Hirsch 
et al., 1998). La pérdida del ΔΨm precede a otros eventos apoptóticos típicos como son la 
fragmentación del ADN y mayores cambios en el potencial redox (Kroemer, 1997). 
 Por otro lado, cabe destacar que la permeabilidad de la membrana mitocondrial está 
estrictamente regulada por algunos miembros de la familia Bcl-2, las cuales pueden ser 
proapoptóticas (Bax, Bac, Bid) o antiapoptóticas (Bcl-2 y Bcl-XL), siendo el balance entre 
proteínas proapoptóticas y antiapoptóticas esencial en la regulación de la permeabilidad 
mitocondrial (Bras et al., 2005b). Estas proteínas de la familia Bcl-2 actúan regulando la 
formación de un megacanal denominado poro de transición mitocondrial (MPT), cuya formación 
es dependiente de Ca2+ y está íntimamente relacionada con la pérdida del ΔΨm (Gerasimenko 
et al., 2002). Este MPT está constituido por, al menos, los siguientes componentes: la proteína 
de la membrana interna ANT (Adenine Nucleotide Translocator); el canal aniónico dependiente 
de voltaje (VDAC), y el receptor de benzodiacepina (PBR), ambos localizados en la membrana 
externa y ciclofilina C, que se encuentra en la matriz mitocondrial (Bras et al., 2005a y b; 
Orrenius, 2007).  Además, determinados miembros proapoptóticos de esta familia como Bax y 
Bid pueden oligomerizar formando poros en la membrana externa mitocondrial (Kantari y 
Walczak, 2011). Estos mecanismos de permeabilización mitocondrial regulados por proteínas 













Figura In.17. Implicación de las proteínas de la familia Bcl-2 en la permeabilización mitocondrial (Bras et  al, 
2005b). 
Como consecuencia de la permeabilización de la membrana mitocondrial se liberan al 
citoplasma una serie de factores proteicos, que son los responsables de amplificar la señal 
apoptótica. Entre las proteínas que se liberan, cabe destacar: citocromo c, AIF (Factor Inductor 
de Apoptosis), endonucleasa G (Endo G), SMAC/Diablo (Second Mitochondria-derived Activator 
of Caspases/Direct IAP binding protein with low isoelectric point) y la serín-proteasa Omi/Htr A2 
(Oocyte Maturation Inhibitor/High Temperature Requirement point). Además de la liberación de 
estos factores, se genera un flujo de calcio y la liberación de ROS (Bras et al., 2005a). 
La salida de estos factores se produce de manera selectiva, y en algunos casos, como 
por ejemplo AIF y Endo G, está regulada por otras proteínas. AIF se encuentra anclado a la 
membrana interna mitocondrial, siendo su localización intermembrana, y requiere ser procesado 
por calpaínas, para lo cual debe estar oxidado. Además, de todas las proteínas mencionadas 
anteriormente, AIF es la de mayor peso molecular (62kDa), de modo que es razonable asumir 
que las proteínas de menor peso molecular sean liberadas antes que ésta (Norberg et al., 2010). 
Por otro lado, Endo G (27,6kDa) también parece estar anclada a la membrana interna 
mitocondrial, requiriendo la actuación de caspasa-3 para su liberación (Arnoult et al., 2003). 
Smac/DIABLO es una proteína soluble (25kDa), mientras que cit c (14kDa) está unida a la 
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membrana interna mitocondrial a través de interacciones electrostáticas e hidrofóbicas 
establecidas con cardiolipina (Ott et al., 2002), las cuales se pierden, liberándose cit c al espacio 
intermembrana, tras la peroxidación de cardiolipina  (Ott et al., 2007). Otros trabajos han 
demostrado, que la presencia de altas concentraciones de cationes divalentes como el Ca2+  
también interviene en la liberación de cit c (Huang et al., 2006).  
En esta vía, la liberación de citocromo c es un evento crítico, ya que es necesario para 
formar el apoptosoma, el cual es un megacomplejo heptamérico constituido por Apaf-1 
(Apoptotic Protease Activating Factor-1), citocromo c, dATP y procaspasa-9, donde Apaf-1 se 
puede considerar como molécula adaptadora. La formación del apoptosoma implica la activación 
de la caspasa-9 (iniciadora) que actuará rompiendo los predominios de las caspasas 3, 6 y 7 
(ejecutoras). El proceso global requiere energía, así como que la maquinaria de la célula no esté 
muy dañada, ya que si el daño alcanza ciertos niveles, las células que han iniciado las primeras 
fases de apoptosis pueden continuar su muerte vía necrosis (Motyl, 1999; Konopleva et al., 
1999; Riedl y Salvesen, 2007). 
Otro factor liberado desde la mitocondria es AIF, quien está implicado en la 
condensación de la cromatina y en la fragmentación de ADN a gran escala, hechos 
característicos de la apoptosis (Daugas et al., 2000). Además de su acción apoptótica, de 
manera fisiológica, AIF es crucial en la fosforilación oxidativa, por estar implicado en el 
ensamblaje y estabilización del complejo I (Vahsen et al., 2004). Se ha descrito la liberación de 
AIF durante el proceso de I/R, pero dado su papel dual, la liberación de este factor, además de 
promover la apoptosis también implica una disfunción mitocondrial. Cabe destacar que la 
activación de este factor es independiente de caspasa-3, a diferencia de lo que ocurre con otra 
DNAasa, CAD/DFF40, que requiere ser procesada por caspasa-3 y es también responsable de 
la fragmentación del ADN durante la apoptosis. Al ser AIF independiente de caspasa, se ha 
implicado en otro tipo de muerte celular denominado PARTANATOS, por ser PARP-1 la 
encargada de dirigirla (Joza et al., 2009). 
Smac/DIABLO y Omin/Htr A2 son proteínas reguladoras, que actúan inhibiendo la acción 
de las proteínas denominadas IAP (Proteínas Inhibidoras de la Apoptosis). La familia de 
proteínas IAP ejerce su acción mediante interacción con caspasas, tanto iniciadoras como 
ejecutoras, ocasionando la inactivación de las mismas (Shi, 2004). El papel de este conjunto de 
proteínas, tanto las IAP como Smac/DIABLO y Omin/Htr A2, se ha relacionado con la apoptosis 
acontecida tras la I/R. En el caso de IAP se ha descrito que una sobreexpresión de las mismas 
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reduce el tamaño de infarto (Liu et al., 2005; Bhuiyan y Fukunaga, 2007), lo mismo ocurre en el 
caso del bloqueo de Omin/Htr A2 (Chua et al., 2007). 
Otro factor mitocondrial liberado durante un proceso apoptótico es Endo-G. Al igual que 
ocurre con cit c y AIF, Endo G desempeña un papel importante en la mitocondria bajo 
condiciones normales, donde se encarga del mantenimiento del ADN mitocondrial, al eliminar el 
ADN defectuoso (Ikeda y Ozaki, 1997). Tras el desencadenamiento de la apoptosis, Endo G es 
liberado al citosol, desempeñando su papel a nivel nuclear. Al igual que AIF, está implicado en la 
fragmentación del ADN y se ha demostrado su implicación en la apoptosis acontecida bajo I/R 
(Bahi et al., 2006). La atenuación de la liberación de Endo G tiene un papel cardioprotector 
(Javadov et al., 2008). 
7.3. Vía mediada por estrés del retículo endoplásmico  
En el RE existe un equilibrio entre las proteínas importadas para su plegamiento y la 
secreción de proteínas plegadas. Cuando este balance se rompe, este orgánulo se ve afectado 
por un proceso de estrés. Otros procesos que pueden ocasionar estrés en el RE son: alteración 
en la regulación del Ca2+, estrés oxidativo y alteraciones del estado redox (Ron y Walter, 2007). 
La capacidad de las células para responder a las perturbaciones en la función del RE o “estrés 
del RE” es un proceso crítico para la supervivencia, de modo que un fenómeno crónico de estrés 
del RE está asociado con el desencadenamiento de muerte apoptótica. 
La apoptosis mediada por está vía contribuye de modo significativo en determinadas 
ECV. Por ejemplo, se ha descrito este fenómeno en procesos de I/R (Szegezdi et al., 2006a y b; 
Thuerauf et al., 2006) y fallo cardíaco (Azfer et al., 2006). La muerte celular inducida por estrés 
del RE puede cursar a través de dos mecanismos: 
1. Activación de caspasa-12 y la consiguiente activación de caspasa-3 (Szegezdi et al., 
2006a y b).  
2. Activación de un programa transcripcional a través de la sobre-regulación del factor 
de transcripción CHOP/GADD 153, implicado en la transcripción de genes 
proapoptóticos de la familia Bcl-2 como Puma (Subfamilia BH3-only) (Breckenridge 
et al., 2003a y b). Altos niveles de Puma se han descrito en cardiomiocitos sujetos a 
I/R (Toth et al., 2006). 
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La existencia de una interrelación entre esta vía y las vías apoptóticas clásicas ha sido 
demostrada. Por ejemplo, la proteína del RE, BAP-31 puede ser cortada por la caspasa-8, lo cual 
induce la liberación de Ca2+ del retículo y un consiguiente incremento de los niveles 
mitocondriales de este ión (Breckenridge et al., 2003b), lo cual dispara la reclusión de una 
proteína denominada DRP1 en la membrana externa mitocondrial, implicada en la liberación de 
citocromo c (Frank et al., 2001; Breckenridge et al., 2003b). Por lo tanto BAP-31 supone un nexo 
de unión entre la vía mediada por receptores y el RE. Por otro lado está la interacción con la vía 
intrínseca, en la cual juegan un papel esencial los miembros pro-apoptóticos de la familia Bcl-2, 
Bik, Bak y Bax. La proteína Bik está integrada en la membrana del RE (Germain et al., 2002), y 
en condiciones de estrés actúa activando a Bak y Bax, ambas implicadas en el transporte de 
Ca2+, lo cual constituye un mecanismo de comunicación entre RE y mitocondria (Oakes et al., 
2003). La comunicación concerniente al desencadenamiento de la apoptosis, existente entre RE 
y mitocondria, está también regulada por los miembros anti-apoptóticos de la familia Bcl-2, tales 
como Bcl-2 y Bcl-XL, quienes bloquean a los miembros pro-apoptóticos al unirse a ellos 














































































Lipid peroxidation is a direct consequence of oxidative stress induced by reactive oxygen 
and nitrogen species. Importantly, a major electrophilic product generated by lipid peroxidation is 
4-hydroxi-2-nonenal (HNE). The experiments presented in this Thesis are based on three 
interrelated observations: (a) the exposure of cardiomyocytes to oxidative stress underlies the 
beginning and development of cardiovascular diseases (CVD), (b) there is a correlation between 
CVD and HNE, since high HNE concentrations have been described in heart under 
ischemia/reperfusion (I/R) and/or heart failure, and (c) HNE, among other causes, produces a 
deregulation of the homeostasis of intracellular calcium which can lead to cell death. Following 
these evidences, we consider that HNE could mediate important effects on cardiac myocytes 
playing a key role in the cell death associated with CVD, especially in I/R and subsequence heart 
failure. Moreover, it will be very useful to find cardioprotective agents, such as antioxidant 
compounds, directed against HNE, as a therapeutic strategy to reduce the myocardial damage 
induced by CVD.  
This general goal is divided in the following specific aims: 
- Aim 1,  to obtain in-depth knowledge of the HNE effects on neonatal rat cardiomyocytes 
(NRC), which are considered a good model system to study morphological, biochemical and 
electrophysiological characteristics of the heart.  
- Aim 2, to investigate HNE-induced pathophysiological changes in cardiomyocytes 
including cell viability, apoptosis, intracellular calcium and oxidative stress. The description of the 
mechanisms responsible for the cell death might be important in order to look for possible 
pharmacological targets. 
- Aim 3, to look for antioxidant compounds able to prevent HNE-damage in myocardial 
cells.  
- Aim 4, a well-known membrane model system to study calcium dynamics, the 
sarcoplasmic reticulum vesicles, will be used, to determine the mechanism responsible for 
functional modulations of the calcium pump upon a chronic exposition to 4-hydroxy-2-nonenal 
























































Capítulo I:  
Efecto de HNE sobre cardiomiocitos 
neonatales de rata 
 
 
I.1. CARACTERIZACIÓN DE LA PUREZA DEL CULTIVO 
De todos los componentes celulares que constituyen el corazón, las células musculares 
cardíacas o cardiomiocitos, comprenden un 75%, siendo el resto de la población células 
mesenquimales, principalmente fibroblastos (Kocher et al., 2001). Por ello, lo primero que se 
llevó a cabo durante este trabajo fue la caracterización del cultivo primario de cardiomiocitos 
neonatales de rata, determinando la pureza del mismo mediante una inmunocitoquímica con 
anti-α-actinina sarcomérica y DAPI siguiendo el protocolo descrito en Materiales y Métodos. 
Como anticuerpo secundario se empleó un anti-ratón fluorescente (Alexa 488) y mediante 
microscopía de fluorescencia se tomó una batería de imágenes a 10x que se analizaron con el 
programa informático Image J, concretamente con la aplicación “particle analyze: cell counter”, 
con la que se llevó a cabo un recuento de cada tipo celular en las imágenes obtenidas. Tras 
procesar los datos a partir de imágenes como la mostrada en la Figura I.1A,  obtuvimos la gráfica 
de la Figura I.1B, en la cual se puede ver que el 90% de las células en cultivo son cardiomiocitos.  
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Figura I.1. Pureza del cultivo: Cardiomiocitos neonatales de rata (sembrados en cristal de 15mm de diámetro 
recubiertos con fibronectina y colágeno) en 4ºDIV,  tras haber permanecido durante 12h en medio sin suero 
(DMEM:M199 (4:1), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%) son fijados con p-formaldehído 
al 4%. La inmunocitoquímica se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito en Materiales y Métodos, con un 
anticuerpo primario anti-α-actinina sarcomérica (1:200) y un secundario fluorescente anti-ratón Alexa488 (1:200). 
Los núcleos se tiñeron con DAPI 2μM. El campo mostrado en el Panel A es representativo de 4 campos tomados de 
5 preparaciones diferentes. Los resultados mostrados en el Panel B corresponden a la media ± SEM de 5 
preparaciones.   
Los criterios que se tuvieron en cuenta para diferenciar ambos tipos celulares se citan a 
continuación: 
- El marcaje con anti-α-actinina sarcomérica, proteína localizada en los discos Z del 
sarcómero, es específico de cardiomiocitos y le confiere a este tipo de células un aspecto de red, 
que permite diferenciarlo de los fibroblastos tal y como se muestra en la Figura I.2 (flecha 
sencilla). 
 - También se pueden distinguir ambos tipos celulares por el tamaño del núcleo, el cual 
































Figura I.2. Criterios empleados en el recuento de cardiomiocitos: Imagen de microscopía de fluorescencia (40x) 
tras una inmunocitoquímica con anti-α-actinina sarcomérica/Alexa-488 y DAPI, donde se muestran los criterios 
seguidos para distinguir cardiomiocitos de fibroblastos: marcaje en forma de malla (cabeza de flecha blanca) 
conferido por la organización de la α-actinina sarcomérica, y el mayor tamaño de los núcleos de los fibroblastos 
(doble cabeza de flecha blanca). Esta imagen es representativa de 4 campos tomados de 5 preparaciones 
diferentes. 
 I.2. CARACTERIZACIÓN DE LA TOXICIDAD DE HNE EN CARDIOMIOCITOS  
 Un creciente número de evidencias sugieren que el estrés oxidativo está íntimamente 
implicado en la patogénesis de varias enfermedades cardiovasculares, entre las que se incluyen 
los daños por isquemia-reperfusión (I/R) del miocardio, el fallo cardíaco, la aterosclerosis y 
algunas cardiomiopatías inducidas por el consumo de fármacos o drogas (Giordano, 2005; Sam 
et al., 2005; Lefer y Granger, 2000).  
 Dado que el aldehído HNE, objeto de estudio en el presente trabajo, es un producto 
secundario del estrés oxidativo, que se forma como consecuencia del daño ocasionado por ROS 
y RNS a los lípidos de las membranas biológicas (Esterbauer et al., 1991 y Uchida, 2003) y 
teniendo en cuenta que este compuesto se ha usado como marcador en enfermedades 
cardiovasculares, ya que los niveles del mismo se incrementan en el plasma de pacientes 
aquejados de fallo cardíaco (Mak et al., 2000), a lo cual hay que sumar la detección de 
concentraciones de HNE elevadas en las células del miocardio tras la I/R (Blasig et al., 1995), 
decidimos estudiar el efecto que ejerce HNE en cultivo primario de cardiomiocitos de ratas Wistar 
neonatales. 
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 Para caracterizar la toxicidad de HNE en cardiomiocitos neonatales de rata, las células 
en 4ºDIV se tratan durante diferentes tiempos (5min a 24h) con dosis crecientes de HNE (0-
50μM) en medio Locke K5. Para descartar que el daño fuese consecuencia del cambio de medio 
se analizó la tolerancia del cultivo al Locke K5, para lo cual se incubaron las células a diferentes 
tiempos en este medio. Los resultados obtenidos indican que el cambio de medio no afecta a la 
viabilidad de los cardiomiocitos en los tiempos estudiados (datos no mostrados).Transcurrido el 
tiempo de incubación establecido, la viabilidad se determina mediante el ensayo de reducción de 








Figura I.3. Efecto del tiempo y la concentración de HNE sobre la viabilidad del cultivo: Cardiomiocitos en 
4ºDIV, tras permanecer 12h en medio sin suero (DMEM:M199 (4:1), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-
Estreptomicina 1%) son sometidos a tratamientos con HNE en medio Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 
5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) durante diferentes tiempos. El 
vehículo de HNE es DMSO, por lo tanto los tratamientos control se llevan a cabo en Locke K5 suplementado con 
DMSO 0.1%. La viabilidad del cultivo se determina mediante el ensayo de MTT (Materiales y Métodos). 
La Figura I.4 muestra la curva de titulación en función de la concentración de HNE a 3h 
de tratamiento, de ella se extrae un valor de LC50 = 4.38μM. En los siguientes experimentos, a no 
ser que se indique lo contrario, las células se tratarán con HNE 5 y 10μM, concentraciones que 
se encuentran dentro del rango establecido para los niveles patofisiológicas de HNE en células  
bajo situaciones de estrés oxidativo (Siems et al., 1996). 
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Figura I.4. Viabilidad celular de cardiomiocitos tras tratamiento de 3h con diferentes concentraciones de 
HNE: Cardiomiocitos en 4ºDIV, tras permanecer 12h en medio sin suero (DMEM:M199 (4:1), Hepes 25mM, L-
Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%) son tratados durante 3h con HNE ó DMSO (Control) en medio Locke 
K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 
7.4/NaOH). La viabilidad del cultivo se determina mediante el ensayo de MTT (Materiales y métodos). El valor de 
LC50 = 4.38±0.34μM se calcula utilizando la curva de dosis-respuesta logística del programa OriginTM 5.0. 
  
Para corroborar los resultados obtenidos mediante el análisis de la actividad reductasa 
mitocondrial con MTT, se determinó la muerte de cardiomiocitos por acción de HNE mediante el 
método de exclusión del colorante Trypan Blue, descrito en Materiales y Métodos. Los resultados 
de la Figura I.5, no muestran diferencias significativas entre ambos métodos (valores de p>0.1 
para todos los puntos), lo cual aporta fiabilidad a la técnica o del MTT, que por su sencillez y 
rapidez se convierte en una herramienta muy útil a la hora de ver el alcance de la muerte por 
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Figura I.5. Comparación entre ensayos de viabilidad por reducción de MTT y exclusión de Trypan Blue: 
Cardiomiocitos en 4ºDIV, tras permanecer 12h en medio sin suero (DMEM:M199 (4:1), Hepes 25mM, L-Glutamina 
1% y Penicilina-Estreptomicina 1%) son sometidos a tratamientos con HNE en medio Locke K5 (NaCl 154mM, 
NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) durante 3h. El 
vehículo de HNE es DMSO, por lo tanto los tratamientos control se llevan a cabo en Locke K5 suplementado con 
DMSO 0.1%. La viabilidad del cultivo se determina mediante los ensayos de reducción de MTT y exclusión de 
Trypan Blue (Materiales y Métodos). El análisis de los datos de ambos experimentos por t-Student no muestra 
diferencias significativas entre ambos métodos (p>0.1) 
 I. 3. PROTECCIÓN POR ANTIOXIDANTES TIÓLICOS  
En base a la elevada afinidad que presenta HNE por reaccionar con residuos de Cys a 
través de su grupo –SH y teniendo en cuenta que GSH, también compuesto tiólico, es la 
principal vía de detoxificación de HNE a nivel celular (Schaur, 2003), decidimos analizar si la 
presencia de los compuestos tiólicos N-acetil-cisteína (NAC) o β-mercapto-propionil-glicina 
(MPG), ambos  capaces de penetrar en el interior celular y cuya actividad antioxidante ha sido 
descrita en diferentes modelos celulares (Tang et al., 2002; Shimamoto et al., 2011; Mahmoud y 
Ammar, 2011), conferían a los cardiomiocitos protección frente al daño ocasionado por los 



























I.3.1. Protección por N-acetil-L-cisteína (NAC) 
La N-acetil-cisteína (NAC) es un compuesto que puede difundir libremente a través de la 
membrana, penetrando en la célula, donde actúa como precursor de cisteína y de glutation 
(Arakawa et al., 2006; Arakawa e Ito, 2007; Arakawa et al., 2007). En miocardio, NAC, actúa 
disminuyendo la tasa de estrés oxidativo y mejorando el estado redox celular (Ceconi et al., 
1988), ya que NAC puede actuar como sustrato para la biosíntesis de GSH, regenerando de este 
modo, de madera indirecta, el sistema antioxidante de la célula (Dymkowska y Wojtczak, 2009). 
Junto a todo lo anterior, numerosos trabajos avalan el papel antioxidante de NAC, habiéndose 
demostrado en múltiples sistemas celulares que NAC ejerce acciones que promueven la 
supervivencia (Ratan et al., 1994; Mayer y Noble, 1994).  
Teniendo en cuenta estos antecedentes, se ensayó la viabilidad celular con el método de 
reducción de MTT para estudiar el efecto que ejerce un pretratamiento con NAC sobre 
cardiomiocitos a los cuales se les somete a un posterior tratamiento con HNE. Para ello, en 
primer lugar se llevaron a cabo experimentos en los que se emplearon dos concentraciones de 
NAC (1 y 5mM) con las que se pretrató el cultivo a diferentes tiempos (1-24h previas al 
tratamiento con HNE). Tras el tratamiento con NAC, el medio de cultivo se eliminó, adicionando 
medio nuevo en el que se llevó a cabo el tratamiento con HNE. En la Figura I.6 se muestran los 
resultados obtenidos para pretratamientos de 1 y 3h, en la que se evidencia un claro efecto 
protector de NAC frente al daño inducido por HNE, así en los tratamientos con HNE 5μM, se 
observa una protección de casi el 100%, siendo menor, pero significativo, en los tratamientos 

















Figura I.6. Protección por NAC frente a la muerte de cardiomiocitos por HNE: Cardiomiocitos en 3ºDIV, fueron 
deplecionados de suero (DMEM:M199 (4:1), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%) y 
tratados con NAC 1 ó 5mM durante diferentes tiempos (1 y 3h). A continuación, estando ya el cultivo en 4ºDIV, el 
medio de tratamiento con NAC fue sustituido, previo lavado de las células, por medio Locke K5 (NaCl 154mM, 
NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH), tratándose a 
continuación las células con HNE durante 3h. El vehículo de HNE es DMSO, por lo tanto los tratamientos control se 
llevan a cabo en Locke K5 suplementado con DMSO 0.1%. La viabilidad del cultivo se determina mediante el 
ensayo de MTT (Materiales y Métodos). El análisis estadístico se llevó a cabo mediante un test t-Student, las 
diferencias significativas respecto a las condiciones control (sin NAC) para p<0.05 se marcan con * ó §. 
I.3.2. Protección por N-(2-mercaptopropionil)-glicina  (MPG) 
N-(2-mercaptopropionil)-glicina (MPG) es otro compuesto tiólico, que se acumula en la 
mitocondria (Chiba et al., 1973) y actúa como agente cardioprotector frente al daño ocasionado 
durante procesos de isquemia/reperfusión (I/R) (Tripathi et al., 2000; Tanonaka et al., 2003), 
caracterizados por un incremento en la producción de ROS (Zweier y Talukder, 2006). La 
actividad antioxidante de MPG radica en su capacidad para atrapar peroxinitrito y radicales 
hidroxilo (Chen el al, 1995; Tang et al., 2002). 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, decidimos estudiar si MPG tenía un efecto 
protector similar al observado con NAC. Al igual que con este compuesto, los tratamientos con 
MPG fueron previos a los tratamientos con HNE, utilizando diferentes concentraciones y tiempos 
de incubación a fin de determinar las condiciones más adecuadas. En este caso, teniendo en 
cuenta la bibliografía y los resultados obtenidos con NAC, los tiempos de tratamiento (30min, 1h 
y 3h), así como las dosis empleadas (0.5mM y 1mM) fueron menores que en el caso de NAC. 


































































































































































MPG frente al daño inducido por HNE. Este efecto protector es máximo a las 3h de 
pretratamiento con MPG, por lo que se eligieron como condiciones generales de pretratamiento 
con MPG una concentración de 1mM y un tiempo de 3h. 
El efecto protector inducido por MPG es menor que el observado con NAC, esto podría 
ser explicado por el hecho de que aunque ambos compuestos, NAC y MPG, pueden reaccionar 
con HNE para formar aductos, evitando así la toxicidad del mismo, NAC tiene la propiedad 
adicional de ser un precursor de GSH, el cual a su vez puede conjugarse directamente con el 
centro electrofílico del C3 de HNE o mediante la acción de glutation transferasa, formar aductos 
GSH-HNE (Arakawa e Ito, 2007). 
En nuestro modelo de protección por antioxidantes tiólicos, al haber realizado un 
pretratamiento del cultivo con NAC y MPG con posterior lavado de las células previo al 
tratamiento con HNE, es de esperar que la protección ejercida sea a nivel intracelular 








Figura I.7. Protección por MPG frente a la muerte de cardiomiocitos por HNE: Cardiomiocitos en 3ºDIV, fueron 
deplecionados de suero(DMEM:M199 (4:1), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%) y 
tratados con MPG 0.5 ó 1mM durante diferentes tiempos (de 30min a 3h), a continuación, en 4ºDIV, el medio de 
tratamiento con MPG fue sustituido, previo lavado de las células, por medio Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, 
KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) donde se llevaron a cabo los 
tratamientos con HNE durante 3h. El vehículo de HNE es DMSO, por lo tanto los tratamientos control se llevan a 
cabo en Locke K5 suplementado con DMSO 0.1%. La viabilidad del cultivo se determina mediante el ensayo de 
MTT (Materiales y Métodos). El análisis estadístico se llevó a cabo mediante un test t-Student, las diferencias 










































































































































80 Capítulo I: Efecto de HNE sobre cardiomiocitos neonatales de rata 
I. 4. PROTECCIÓN POR AGENTES SECUESTRANTES DE ROS: TROLOX 
El Trolox (Ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico) es un análogo 
hidrosoluble de la Vitamina E. Ambos compuestos, pueden actuar como “scavengers” de 
radicales libres, existiendo algunos estudios que confirman a Trolox como mejor antioxidante 
(Sagach et al., 2002 y Raspor et al., 2005). La capacidad antioxidante de Trolox es de sobra 
conocida, de hecho, este compuesto se usa como estándar, a la hora de determinar la capacidad 
antioxidante de cualquier compuesto (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity-TEAC) (Miller et al., 
1993). Así mismo, se conoce la capacidad de Trolox para atravesar membranas biológicas y 
proteger células de mamífero del daño oxidativo y de la fragmentación del ADN (McClain et al., 
1995). Tras un estudio bibliográfico, a fin de establecer las condiciones de tratamiento con 
Trolox, se fijaron dos concentraciones (50 y 200μM), así como dos tipos de tratamiento, el 
primero de los cuales consistió en un pretratamiento de 1h y el segundo un cotratamiento con 













Figura I.8. Protección por Trolox frente a la muerte de cardiomiocitos por HNE: Cardiomiocitos en 3ºDIV, 
fueron deplecionados de suero(DMEM:M199 (4:1), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%) 
durante 12h, para seguidamente (en 4ºDIV) ser sometidos a tratamientos con HNE en medio Locke K5 (NaCl 
154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) durante 
3h (Azul: Control; Rojo: HNE 5μM y Verde: HNE 10μM). Trolox  (50 ó 200μM) se adicionó bien durante 1h previa al 
tratamiento con HNE (en este caso en medio sin suero) o bien durante el tratamiento. El vehículo de HNE es DMSO, 
por lo tanto los tratamientos control se llevan a cabo en Locke K5 suplementado con DMSO 0.1%. La viabilidad del 
cultivo se determina mediante el ensayo de MTT (Materiales y Métodos). El análisis estadístico se llevó a cabo 
mediante un test t-Student, las diferencias significativas respecto a las condiciones control (sin Trolox) para p<0.05 




































































































Los resultados viabilidad, mostrados en la Figura I.8, evidencian una notable protección 
en todas las condiciones ensayadas, de las cuales, por la gran protección ejercida frente al 
tratamiento de HNE 10μM, se seleccionó la coincubación con Trolox 200μM, para analizar el 
efecto ejercido por este antioxidante en el tratamiento de cardiomiocitos con HNE. 
I.5. EL TRATAMIENTO DE CARDIOMIOCITOS CON HNE INDUCE DISMINUCIÓN DE 
LOS NIVELES DE GLUTATION INTRACELULARES 
 El metabolismo asociado a glutation (GSH) es el principal mecanismo celular de 
protección frente al estrés oxidativo, por lo tanto, el análisis de la concentración de GSH 
intracelular se puede emplear como indicador del estado redox de la célula (Meister y Anderson, 
1983). GSH provee protección no sólo frente a ROS, también frente a otros compuestos 
secundarios, como es el caso de HNE, de hecho, una de las vías más importantes en la célula 
para la detoxificación de HNE es la conjugación de éste con GSH formando aductos de Michael 
no enzimáticamente o enzimáticamente mediante la acción de la enzima glutation-S-transferasa 
(GSTs) (Hayes y McLellan, 1999; Yang et al., 2003). Teniendo en cuenta estos antecedentes, se 
procedió a estudiar qué ocurría con los niveles de glutation en las células tras los tratamientos de 
3h con HNE (5 y 10μM). El procedimiento de extracción de GSH y la determinación de la 
concentración del mismo se llevó a cabo como se indica en Materiales y Métodos. 
Los resultados obtenidos en células control (tratamiento con DMSO 0.1%), presentan 
niveles de GSH en torno a los 20nmol/mg proteína, los cuales son muy similares a los obtenidos 
en Dhanbhoora y Babson (1992). Como se puede observar en la Figura I.9, la concentración de 
GSH disminuye drásticamente tras el tratamiento con HNE 5μM en el cual la concentración de 
GSH celular sufre una caída del 80% respecto a las muestras control, observándose una 
depleción casi total (90%) con HNE 10μM. Este hecho es compatible con que GSH constituya la 
principal vía para metabolizar HNE en las células, con la consiguiente disminución de la 














Figura I.9. Determinación de la concentración de GSH en cardiomiocitos control y tratados con HNE: 
Cardiomiocitos neonatales de rata en 4ºDIV, sembrados en placa de 35mm de diámetro, se tratan con HNE ó DMSO 
0.1% (control) en medio Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 
2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) durante 3h, tras haber permanecido durante las 12h previas a los tratamientos 
en medio sin suero (DMEM:M199 (1:4), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%). 
Transcurrido el tiempo de los tratamientos y tras la extracción de GSH mediante desproteinización con TCA y 
neutralización con KOH se determinó espectrofotométricamente la concentración del mismo empleando el ensayo 
de reciclaje enzimático, en el cual GSH es oxidado por DTNB y reducido por NADPH, en presencia de glutation 
reductasa (ver Materiales y Métodos). 
I.5.1. Efecto de NAC y MPG en los niveles de GSH tras el tratamiento con HNE 
Tras demostrar que tanto NAC como MPG protegen a los cardiomiocitos frente al daño 
inducido por HNE y teniendo en cuenta las evidencias bibliográficas que indican que NAC puede 
actuar tanto como un precursor para la síntesis de glutation, como ser un agente estimulador de 
las enzimas citosólicas involucradas en la regeneración de glutation (Arakawa e Ito, 2007) y que 
al igual que MPG, NAC puede actuar como un antioxidante y un agente secuestrante de 
radicales libres (Saini-Chohan y Dhalla, 2009). Decidimos estudiar qué ocurría con los niveles 
celulares de GSH cuando se trataban las células con MPG o NAC (ambos 1mM) durante 3h 
previas a los tratamientos con HNE (también durante 3h). Los resultados obtenidos se pueden 
observar en la Figura I.10, en la que se demuestra que ambos compuestos previenen la brusca 
caída de los niveles celulares de GSH observados (Figura I.9). 
Los resultados demuestran un claro efecto protector por parte de ambos compuestos, 
manteniéndose los valores, en el caso de NAC, en torno a los niveles descritos en el control. 
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83 Resultados 
MPG también ejerce una fuerte protección, a pesar de que en el tratamiento con HNE 5μM la 
concentración celular de GSH sólo alcanza el 50% de la concentración de las muestras control. 
Estos resultados están de acuerdo con la hipótesis, de que ambos compuestos sirven de diana 
de HNE por tener ambos grupos –SH en su estructura química. La mayor eficacia de NAC en el 
mantenimiento de los niveles de GSH es compatible con el hecho de que este compuesto al 
penetrar en la célula, sirva como precursor de GSH, incrementándose los niveles del mismo, tal y 








Figura I.10. Efecto del pretratamiento con MPG y NAC en los niveles celulares de GSH tras tratamiento con 
HNE: Cardiomiocitos neonatales de rata en 4ºDIV, sembrados en placa de 35mm de diámetro, se tratan con HNE ó 
DMSO 0.1% (control) en medio Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, 
CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) durante 3h, tras haber permanecido durante las 12h previas a los 
tratamientos en medio sin suero (DMEM:M199 (1:4), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 
1%). Durante las 3 últimas horas de la depleción de suero, el medio se suplementa con NAC o MPG, ambos a 
concentración final 1mM. Transcurrido el tiempo de los tratamientos y tras la extracción de GSH mediante 
desproteinización con TCA y neutralización con KOH se determinó espectrofotométricamente la concentración del 
mismo, empleando el ensayo de reciclaje enzimático en el cual GSH es oxidado por DTNB y reducido por NADPH, 
en presencia de glutation reductasa (ver Materiales y Métodos). El análisis estadístico se realizó mediante test t-
Student, con p<0.05. 
 Los resultados obtenidos hasta ahora demuestran el efecto deletéreo de HNE sobre el 
cultivo primario de cardiomiocitos, cuya pureza en nuestras preparaciones ronda el 90%. 
Nuestros datos muestran que con el empleo de bajas dosis de HNE, las cuales están 
englobadas dentro del rango de los niveles fisiopatológicos de este aldehído descritos por 
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84 Capítulo I: Efecto de HNE sobre cardiomiocitos neonatales de rata 
IC50 4.38μM en tratamientos de 3h, la cual es menor a la obtenida por otros autores (VanWinkle 
et al., 1994; Hill et al., 2009b), quienes requirieron mayores tiempos de incubación así como 
dosis ligeramente mayores de HNE para observar tales efectos. Tal y como cabe esperar de 
HNE, compuesto con una elevada afinidad por residuos tiólicos (Poli et al., 2008), los niveles 
celulares de GSH se vieron disminuidos de manera considerable con los tratamientos de 3h con 
HNE 5 y 10μM, lo cual es indicativo de la alteración del estado redox de la célula. Así mismo, 
hemos podido demostrar que el empleo de pretratamientos con compuestos antioxidantes de 
marcada relevancia, tales como los compuestos tiólicos NAC y MPG (Saini-Chohan y Dhalla, 
2008), así como el análogo sintético de la Vitamina E, trolox (Bhattacharya et al., 2001), 
confieren una elevada protección frente al daño ocasionado por HNE, el cual parece tener lugar 
desde el interior celular, ya que los tratamientos con HNE se llevaron a cabo tras eliminar el 
compuesto antioxidante del medio de cultivo. El modo de actuación de estos agentes 
antioxidantes no está del todo claro, en el caso de NAC su efecto preventivo se debe a un 
incremento en los niveles de GSH por ser este compuesto un precursor del mismo (Arakawa et 
al., 2006), este hecho queda evidenciado por una recuperación de los niveles celulares de GSH, 
la cual es mayor que en el caso de MPG. Por el contrario, MPG y Trolox, deben su poder 
antioxidante a su capacidad para secuestrar ROS (scavenger) (Lin et al., 2010; Castro et al., 
2006), no obstante, MPG podría formar aductos con HNE a través de su grupo –SH (Eaton et al., 
1999), mientras que no hemos encontrado ningún trabajo en la literatura que evidencie una 
interacción directa de HNE con Trolox, aunque sí se ha descrito anteriormente que Trolox 
protege frente al daño ocasionado por HNE en otros tipos celulares (Vacaresse et al., 2001). 
I.6. CARACTERIZACIÓN DEL TIPO DE MUERTE POR HNE 
Durante muchos años, la apoptosis ha sido considerada un mecanismo de muerte 
celular programada, que se llevaba a cabo mediante una serie de eventos bien establecidos, 
entre los que cabe destacar el mantenimiento de los niveles de ATP citosólicos (necesarios para 
poner en marcha los mecanismos necesarios para la muerte), activación de caspasas y cambios 
morfológicos como son: condensación de la cromatina, fragmentación del ADN y mantenimiento 
de la integridad de la membrana plasmática. Por otro lado, la muerte necrótica se ha considerado 
un mecanismo accidental y desordenado, en el que se produce depleción del ATP y que se 
caracteriza por la ruptura de la membrana plasmática, con la consiguiente liberación del 
contenido citosólico al medio, lo cual atrae a macrófagos hacia el foco necrótico, produciéndose 
un proceso inflamatorio (Casey et al., 2007).  
  
85 Resultados 
Teniendo en cuenta estos hechos, se han desarrollado una serie de experimentos a fin 
de determinar los mecanismos que ocasionan la muerte de cardiomiocitos inducida por HNE. 
I.6.1. Medidas de activación de caspasa-3 
Las medidas de activación de caspasa-3 se realizaron mediante microscopía confocal, 
tal y como se describe en Materiales y Métodos. Los cardiomiocitos sembrados en cristales de 
15mm de diámetro, al alcanzar el 4ºDIV fueron tratados con HNE, tras haber permanecido las 
12h previas al tratamiento en medio sin suero. Los tratamientos se llevaron a cabo  en Locke K5, 
siendo las concentraciones de HNE empleadas  5 y 10μM. Además de en estos tratamientos, 
también se determino la actividad caspasa-3 en células control (0.1% DMSO) y otras que serían 
el control negativo (HNE 10μM+Z-VAD 1μl/ml, según recomendación casa comercial). El tiempo 
establecido para el tratamiento con HNE fue 1h, ya que en los tratamientos de 3h con HNE 
10μM, el alcance del daño es elevado, presentando casi un 90% de muerte, por lo tanto, en caso 
de que la muerte mediase por apoptosis, la activación de caspasas debe comenzar en estadios 
más tempranos. Los resultados se muestran en la Figura I.11. 
 






Figura I.11. Actividad caspasa-3 en cardiomiocitos control y tratados con HNE 5 y 10μM durante 1h: 
Cardiomiocitos neonatales de rata en 4ºDIV, sembrados en cristales de 15mm de diámetro, son tratados durante 1h 
en medio Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 
1mM, pH 7.4/NaOH) con 0.1%DMSO (Control) ó HNE 5 y 10μM, tras haber permanecido durante las 12h previas a 
los tratamientos en medio sin suero (DMEM:M199 (1:4), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 
1%). La actividad caspasa-3 se analiza mediante microscopía confocal (FV1000, Olympus, STAB-SAIUEx) tal y 
como se indica en Materiales y Métodos. Como control negativo se empleó un tratamiento conjunto con HNE 10μM 
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86 Capítulo I: Efecto de HNE sobre cardiomiocitos neonatales de rata 
 La Figura I.11 demuestra que existe activación de caspasa-3 tras 1h de tratamiento y 
como cabe esperar, está se ve inhibida en el caso de tratar las células con HNE 10μM en 
presencia del inhibidor de caspasa-3, Z-VAD. 
 Aunque es significativa, la activación de caspasa-3 inducida por HNE, no es muy 
elevada. Este hecho puede deberse al papel dual de HNE sobre la actividad caspasa, ya que se 
ha descrito en neutrófilos (Finkelstein et al., 2005), que HNE además de inducir apoptosis (con la 
consiguiente activación de caspasas), también la puede prevenir, al inhibir a estas enzimas que 
contienen un residuo de Cys en su centro catalítico. El que en nuestras condiciones se produzca 
activación de caspasas, se debe a que la concentración de HNE necesaria para la inhibición de 
las mismas es superior a la empleada en nuestros tratamientos (Finkelstein et al., 2005).  
 Dado el efecto protector de agentes antioxidantes frente a la muerte inducida por HNE, 








Figura I.12. Actividad caspasa-3 en cardiomiocitos control y tratados con HNE 5 y 10μM (1h) tras 
pretratamiento con NAC 1mM o tratamiento conjunto con Trolox 200μM: Cardiomiocitos neonatales de rata en 
4ºDIV, sembrados en cristales de 15mm de diámetro, son tratados durante 1h en medio Locke K5 (NaCl 154mM, 
NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) con 0.1%DMSO 
(Control) o HNE 5 y 10μM, tras haber permanecido durante las 12h previas a los tratamientos en medio sin suero 
(DMEM:M199 (1:4), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%). El tratamiento con NAC 1mM 
se lleva a cabo durante la hora previa al tratamiento, por el contrario, la adición de Trolox tiene lugar durante el 
tratamiento. La actividad caspasa-3 se determina mediante microscopía confocal tal y como se indica en Materiales 
y Métodos. El análisis estadístico se llevó a cabo mediante test t-Student respecto al control, siendo 
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 La Figura I.12, evidencia una clara prevención de la activación de caspasa-3 por parte 
de ambos antioxidantes, siendo este efecto mucho más notable en el caso de trolox. 
I.6.2. Aplicación de citometría de flujo al estudio de la muerte celular. Ensayo de 
apoptosis mediante medida de la fracción hipodiploide 
Uno de los hechos bioquímicos que caracteriza la apoptosis es la fragmentación 
internucleosomal del ADN (Wyllie et al., 1980). El responsable de este fenómeno es el conocido 
DFF40 (DNA Fragmentation Factor) o CAD (Caspase Activated DNase) descrito a finales de los 
90 por Liu et al. (1998) Este factor, se encuentra formando un heterodímero con una proteína 
reguladora (DFF45/ICAD), que además de inhibir a DFF40/CAD es necesaria para el correcto 
plegamiento de la misma. La activación de DFF40/CAD se produce cuando caspasa-3 corta a 
DFF45/ICAD en respuesta a una cascada apoptótica (Widlak y Garrard, 2005).  
Existen una serie de técnicas que permiten valorar diferentes aspectos de la apoptosis, 
entre ellas se puede utilizar la citometría de flujo para valorar la fragmentación del ADN (Huerta 
et al., 2007). Mediante la utilización de Ioduro de Propidio (PI) se puede detectar la cantidad de 
ADN en células viables tras permeabilización adecuada de las mismas. Las células no 
apoptóticas presentan normalmente dos picos en un perfil de citometría de flujo, que se 
corresponden con las fases del ciclo celular G0/G1 y G2/M, localizándose las células en fase S 
entre ambos picos. Teniendo en cuenta que durante la apoptosis se produce la fragmentación 
del ADN, en las células apoptóticas se puede detectar un pico correspondiente a ADN 
hipodiploide (Lizarbe, 2007). 
En función de estos antecedentes y teniendo en cuenta los resultados del apartado 
anterior que demuestran la activación de caspasa-3 en cardiomiocitos tratados con HNE 5 y 
10μM, decidimos estudiar mediante citometría de flujo, la distribución del ADN en cada uno de 












Figura I.13. Análisis de ciclo celular en cardiomiocitos control y tratados con HNE: Cardiomiocitos neonatales 
de rata en 4ºDIV, sembrados en placa de 35mm de diámetro, son tratados durante 3h en medio Locke K5 (NaCl 
154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) con 
0.1%DMSO (Control) o HNE 5 y 10μM, tras haber permanecido durante las 12h previas a los tratamientos en medio 
sin suero (DMEM:M199 (1:4), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%), analizándose a 
continuación la distribución del ADN mediante citometría de flujo(Cytomics FC500 (BeckmanCoulter), STAB-
SAIUEx)  tal y como se indica en Materiales y Métodos. La fluorescencia del PI se midió en unidades de Intensidad 
Media de Fluorescencia. Los resultados mostrados son representativos de seis preparaciones diferentes. 
 Los resultados de la Figura I.13 muestran la aparición de un pico hipodiploide en las 
células tratadas con HNE, respecto al control. Cuantificando la cantidad de ADN fragmentado 
que hay en cada muestra (12% en control y 44 y 51% en los tratamientos con HNE, 5 y 10μM 
respectivamente), se puede ver de manera evidente, la fragmentación del ADN consecuencia de 
los tratamientos con HNE. 
I.6.3. Medida del Ratio ADP/ATP como indicador de apoptosis y (o) necrosis 
La apoptosis es un proceso altamente regulado y que requiere la activación de enzimas 
hidrolíticas, implicadas tanto en las vías de activación de caspasas, como en la fragmentación 
del ADN, por ello, los requerimientos energéticos de una célula apoptótica son elevados (Richter 
et al., 1995). Por otro lado, la pérdida del ΔΨm es un proceso clave en las etapas iniciales de la 
apoptosis, perdiéndose el gradiente protón-motriz responsable de la síntesis de ATP a partir de 
ADP, por lo consiguiente, aunque los primeros estadios de la apoptosis requieren altos niveles 
energéticos, en los estadios finales se produce una disminución de la concentración de ATP 
celular, con el subsiguiente incremento de la concentración de ADP (Bradbury et al., 2000). 
Una manera de analizar la carga energética de un cultivo, es mediante el cálculo del 
ratio ADP:ATP. Bradbury et al. (2000), han establecido, que los valores de este ratio se 
encuentran en torno a 0.1 en células viables, incrementándose hasta valores comprendidos entre 
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0.1 y 1 en el caso de células apoptóticas y superando valores de 15 para células necróticas. 
Dado que la disminución de ATP en células apoptóticas se produce en las etapas finales, 
decidimos analizar la carga energética de los cardiomiocitos control (DMSO 0.1%) o tratados con 












Figura I.14. Determinación del estado energético de cardiomioctos control y tratados con HNE: 
Cardiomiocitos neonatales de rata en 4ºDIV, sembrados en placa de 35mm de diámetro, se tratan con HNE ó DMSO 
0.1% (control) en medio Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 
2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) durante 3h, tras haber permanecido durante las 12h previas a los tratamientos 
en medio sin suero (DMEM:M199 (1:4), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%). 
Transcurrido el tiempo de los tratamientos se determinaron la concentración de ATP y ADP (mediante ensayos 
espectrofotométricos y tras haber extraído los nucleótidos mediante desproteinización con TCA y neutralización con 
KOH) así como el porcentaje de células apoptóticas (mediante citometría de flujo, analizando el porcentaje de ADN 
hipodiploide, para lo cual se empleó el protocolo de Vindelov). En el Panel A se representa la concentración de ATP; 
en el B el Ratio ADP/ATP y en el Panel C la correlación existente entre el porcentaje de hipodiploides (indicativo de 
apoptosis) y el Ratio ADP/ATP, obteniendo un coeficiente de correlación R=0.99. Los protocolos empleados se 
pueden ver con más detalle en el apartado Materiales y Métodos. 
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La Figura I.14 pone de manifiesto una disminución notable del contenido de ATP, lo cual 
se refleja en el incremento del Ratio ADP:ATP. Esta disminución en los niveles celulares de ATP 
alcanza los valores máximos con la menor concentración empleada, pasando de ser 
39,7nmol/mg la concentración de ATP en las células control a 15 y 13.4nmol/mg en las células 
tratadas con HNE 5 y 10μM respectivamente, lo cual supone una pérdida de más del 60% del 
ATP celular. Esta caída de ATP, reflejada también en el incremento del Ratio ADP/ATP, está 
correlacionada con el incremento de células apoptóticas en el cultivo como consecuencia del 
tratamiento con HNE.  
 La Figura I.14 pone de manifiesto un incremento muy significativo del Ratio ADP:ATP, lo 
cual representa una disminución en los niveles celulares de ATP, que en nuestro modelo se 
produce de manera dosis-dependiente, pasando de unos valores basales de 0.1, en el control, a 
valores en torno a 0.8 y 1.2 en células tratadas con HNE 5 y 10μM respectivamente. 
I.6.4. Medida de la liberación de LDH  
La liberación de LDH al medio es un indicador de procesos que conlleven pérdida de la 
integridad de la membrana plasmática. Este hecho es característico de muerte necrótica, 
caracterizada por la desintegración de la membrana plasmática, así como de los últimos estadios 
de la apoptosis, donde se produce la desintegración de la membrana plasmática, en un proceso 
denominado “necrosis secundaria” (Bradbury et al., 2000). Dado que LDH es una enzima ubicua, 
cuya presencia se puede determinar mediante un sencillo ensayo espectrofotométrico, esta 
medida se emplea habitualmente en clínica e investigación como medida indirecta de la ruptura 
de la membrana. 
Tras tratar las células con 5 y 10μM de HNE durante 1h30min ó 3h, la determinación de 














Figura I.15. Liberación de LDH en cardiomioctos control y tratados con HNE: Cardiomiocitos neonatales de 
rata en 4ºDIV, sembrados en placa de 35mm de diámetro, se tratan con HNE ó DMSO 0.1% (control) en medio 
Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 
7.4/NaOH) durante 1h30min (histogramas rellenos) ó 3h (histogramas vacíos), tras haber permanecido durante las 
12h previas a los tratamientos en medio sin suero (DMEM:M199 (1:4), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-
Estreptomicina 1%). Transcurrido el tiempo de los tratamientos, se preparan las muestras para medir 
espectrofotométricamente la actividad LDH, siguiendo el protocolo descrito en Materiales y Métodos. El análisis 
estadístico se realizó mediante test t-Student *p=0.048 y **p=0.0019 con respecto al control. 
Los resultados de la Figura I.15 muestran que tras 3h de tratamiento con HNE se 
produce una liberación de LDH al medio de cultivo, duplicándose el ratio respecto al control en el 
tratamiento con HNE 5μM y siendo éste 3 veces mayor con 10μM. En el caso de los 
tratamientos de 1h 30min no se observaron diferencias significativas respecto al control.  
En numerosas ocasiones, la detección de LDH en el medio de cultivo ha llevado a error, 
considerándose muerte necrótica lo que en realidad era un proceso apoptótico, por ello es 
necesario analizar otros procesos que, en el caso de la muerte apoptótica, acontecen antes que 
la denominada “necrosis secundaria” (Silva, 2010). Dentro de este tipo de eventos, que permiten 
distinguir ambos tipos de muerte en procesos que conlleven liberación de LDH, cabe destacar la 
activación de caspasa-3, la cual puede ser detectada in vivo en células que sufran necrosis 
secundaria y no en necrosis primaria (Krysko et al., 2008; Hentze et al., 2001) .Si nos basamos 
en este hecho, concluimos que tras observar actividad caspasa-3 en el cultivo tras 1h30min de 
tratamiento, la liberación de LDH acontecida a las 3h se puede considerar consecuencia de la 
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I.6.4.1. Efecto de antioxidantes tiólicos NAC y MPG en la liberación de LDH 
inducida por HNE. 
Estudiamos también la liberación de LDH inducida por HNE en células pretratadas con 
NAC y MPG 1mM durante 3h. Los resultados de la Figura I.16 muestran que en cardiomiocitos 
pretratados con NAC y MPG previo al tratamiento con HNE, los valores de liberación de LDH al 








Figura I.16. Efecto de NAC y MPG en la liberación de LDH inducida por HNE: Cardiomiocitos neonatales de rata 
en 4ºDIV, sembrados en placa de 35mm de diámetro, se tratan con HNE ó DMSO 0.1% (control) en medio Locke K5 
(NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) 
durante 3h, tras haber permanecido las 12h previas a los tratamientos en medio sin suero (DMEM:M199 (1:4), 
Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%). Estando las células en medio sin suero, se tratan 
con NAC o MPG 1mM durante las 3h previas al tratamiento con HNE. Transcurrido el tiempo de los tratamientos, se 
preparan las muestras para medir espectrofotométricamente la actividad LDH, siguiendo el protocolo descrito en 
Materiales y Métodos. El análisis estadístico se realizó mediante test t-Student, representando los resultados con 
diferencias significativas respecto al control con la siguiente simbología: *(p=0.048) y **(p=0.0019).  
 Los resultados de los diferentes ensayos llevados a cabo para discernir el mecanismo de 
muerte celular inducido por HNE, nos hacen pensar en un proceso apoptótico, ya que se ha 
observado una activación significativa de caspasa-3 tras 1h de tratamiento con HNE, 
produciéndose una prevención cuando se emplean compuestos como Trolox (antioxidante) o 
NAC (precursor de GSH). Este hecho se ha visto apoyado por la aparición de un pico 
hipodiploide en los perfiles de ciclo celular, lo cual nos está indicando la presencia de ADN 
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característicos de la apoptosis (Elmore, 2007). Si además tenemos en cuenta la distribución 
temporal de los mismos, la activación de caspasa-3 es anterior a la detección de ADN 
fragmentado, lo cual es razonable, ya que durante la apoptosis, caspasa-3 es la responsable de 
activar a las endonucleasas (como por ejemplo CAD-Caspase Activated Deoxyribonuclease) que 
llevarán a cabo este proceso. Así mismo, además de las endonucleasas, esta caspasa efectora 
será también la encargada de activar a diversas proteasas citosólicas que se encarguen de la 
degradación de proteínas celulares, como son los componentes del citoesqueleto (Slee et al., 
2001). Esta hipótesis se ve afianzada por los datos de ratio ADP/ATP obtenidos, cuyos valores 
son compatibles con un fenómeno apoptótico, tal y como describen Bradbury et al. (2000) 
quienes confirman que las células necróticas presentan ratios ADP/ATP con valores 
comprendidos entre 15-20, lo cual es diez veces superior a nuestros datos. 
 Solamente hay un hecho, que puede llevar a confusión en cuanto al proceso de muerte 
celular, éste es la presencia de LDH en el medio tras 3h de tratamiento con HNE, lo cual está 
indicando que en nuestro modelo se pierde la integridad de la membrana plasmática. El que no 
se aprecie liberación de LDH tras 1h 30min de tratamiento, apoya el hecho de que este 
fenómeno pueda deberse a un proceso de necrosis secundaria, fenómeno que se produce con 
frecuencia en células apoptóticas en cultivo, ya que no existen células que puedan fagocitar a los 
cuerpos apoptóticos, de modo que la célula termina en una desintegración, con la consiguiente 
liberación del contenido citosólico al medio (Bonfoco et al., 1995). Además de este hecho, 
nuestro resultado se ve apoyado por un trabajo publicado por Obermayr et al. (1999) quienes 
correlacionan una depleción del GSH con una mayor fragilidad del sarcolema, en este trabajo, al 
igual que ocurre en nuestros resultados, la liberación de LDH se previene al tratar las células con 
el precursor de GSH NAC, tal y como ocurre en nuestros resultados. 
 Dado que en los procesos apoptóticos, la mitocondria juega un papel esencial 
estudiaremos como se ve afectado el ΔΨm por HNE, así como la generación de ROS (Perrelli et 
al., 2011). Así mismo se analizarán diferentes proteínas del citoesqueleto, por ser muy 
susceptibles de degradación durante procesos apoptóticos mediados por caspasa (Slee et al., 
2001). Igualmente, analizaremos la dinámica de Ca2+, ya que alteraciones en la homeostasis de 




94 Capítulo I: Efecto de HNE sobre cardiomiocitos neonatales de rata 
I.7. ANÁLISIS DEL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (ΔΨm)  
El acontecimiento de cambios metabólicos y energéticos durante el proceso de 
apoptosis asociado al estrés oxidativo en diferentes células es un fenómeno corriente 
(Thounaojam et al., 2011). Por otro lado, debido a la elevada demanda energética del corazón, 
las células musculares cardíacas están dotadas con un alto contenido mitocondrial, 
constituyendo aproximadamente un 30% del volumen celular, este hecho convierte a los 
cardiomiocitos en células extremadamente vulnerables a sufrir alteraciones que impliquen a la 
mitocondria, como es el caso de la apoptosis (Regula et al., 2003). Teniendo en cuenta que 
nuestros resultados sugieren una muerte apoptótica de los cardiomiocitos como consecuencia 
del tratamiento con HNE, decidimos analizar el potencial de membrana mitocondrial en 
cardiomiocitos. 
Estudios previos (Kroemer et al., 2007) han demostrado que la disipación del potencial 
de membrana mitocondrial (ΔΨm) es uno de los eventos más tempranos acontecidos durante el 
desarrollo de un proceso apoptótico, produciéndose como consecuencia del mismo tanto un 
incremento en la generación de especies reactivas del oxígeno (ROS) como la permeabilización 
de la membrana mitocondrial, cuya consecuencia final es la salida de diversas señales y factores 
apoptóticos, tales como citocromo c y AIF (Factor Inductor de la Apoptosis). 
En el análisis del potencial de membrana mitocondrial se empleó la sonda TMRM, la cual 
emite fluorescencia cuando entra en mitocondrias sanas, perdiéndose esta capacidad en 
mitocondrias dañadas. El protocolo seguido se describe en Materiales y Métodos. Los 
tratamientos con HNE se llevaron a cabo durante 1h, ya que como se indica en el párrafo 
anterior, la pérdida del ΔΨm es uno de los eventos más tempranos de la apoptosis. 
Tras tratar las células durante 1h con HNE 5 y 10μM ó DMSO 0.1% en el caso del 
control, se cargaron las células con TMRM 2nM y Hoechst 10μg/ml (30min) y mediante 
















Figura I.17. Potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) en cardiomioctos control y tratados con HNE. 
Protección por Trolox: Cardiomiocitos neonatales de rata en 4ºDIV, sembrados en cristal 15mm de diámetro 
recubiertos con fibronectina y colágeno, se tratan con HNE ó DMSO 0.1% (control) en medio Locke K5 (NaCl 
154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) durante 
1h en presencia o no de Trolox 0.2mM, tras haber permanecido durante las 12h previas a los tratamientos en medio 
sin suero (DMEM:M199 (1:4), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%). Transcurrido el 
tiempo de los tratamientos, se lavan las células con PBS 1x y se cargan con TMRM 2nM y Hoechst 33342 10μg/ml 
en PBS 1x durante 30min siguiendo el protocolo descrito en Materiales y Métodos. Las imágenes se obtuvieron 
mediante microscopía confocal (EV 1000 Olympus), siendo las longitudes de onda de excitación y emisión 
550/590nm para TMRM y 405/440nm para Hoechst 33342.   
Tal y como se demuestra en la Figura I.17, los tratamientos con HNE ocasionan una 
pérdida progresiva del ΔΨm. Se observa como con el tratamiento de HNE 5μM, la mitad de las 
células del campo han perdido por completo el ΔΨm, pasando a una pérdida total en el caso del 
tratamiento con HNE 10μM, donde también se observan algunos núcleos apoptóticos. Al mismo 
tiempo, podemos observar que al llevar a cabo los tratamientos con HNE 5 y 10μM en presencia 
de Trolox 0.2mM, el ΔΨm se mantiene.  
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I.8. GENERACIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DEL OXÍGENO (ROS) 
 Existe una relación clara entre la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) 
y el incremento en la generación de ROS (Zamzami et al., 1995), siendo ambos procesos 
característicos de las fases iniciales de la apoptosis. Tras haber demostrado en el apartado 
anterior, que HNE ocasiona una pérdida del ΔΨm y una disminución en el contenido de ATP 
intracelular, decidimos analizar mediante microscopía confocal la generación de ROS en 
cardiomiocitos tras 1h de tratamiento con HNE llevada a cabo tanto en presencia como en 
ausencia de trolox, compuesto con elevada capacidad para secuestrar ROS (Castro et al., 2006), 
cuyo poder protector se ha demostrado en nuestro modelo (Figuras I.8 y I.12). Para llevar a cabo 
este ensayo se empleó la sonda fluorescente DCFH-DA, cuyo protocolo se describe en 
Materiales y Métodos.  
 En la Figura I.18(A) se observan las imágenes obtenidas tras el tratamiento de los 
cardiomiocitos neonatales de rata en 4ºDIV con DMSO 0.1% o HNE 5 ó 10μM durante 1h, en las 
cuales se evidencia un incremento en la generación de ROS tras los tratamientos con HNE, así 
mismo se comprueba la capacidad de trolox para evitar la generación de especies reactivas del 
oxígeno acontecida por los tratamientos con HNE La cuantificación de la fluorescencia de DCF 
(Figura I.18(B)) hace evidente la diferencia significativa entre muestras tratadas y control, así 






































Figura I.18. Generación de ROS en cardiomioctos control y tratados con HNE. Protección por Trolox: 
Cardiomiocitos neonatales de rata en 4ºDIV, sembrados en cristales del 15mm de diámetro recubiertos con 
fibronectina y colágeno, se tratan con HNE ó DMSO 0.1% (control) en presencia o no de Trolox 0.2mM en medio 
Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 
7.4/NaOH) durante 1h, tras haber permanecido durante las 12h previas a los tratamientos en medio sin suero 
(DMEM:M199 (1:4), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%). La carga con los sustratos 
fluorescentes, DCFH 0.4μM y Hoechst 33342 10μg/ml, se llevó a cabo durante los tratamientos, añadiéndose PI 
3.75μM en PBS1x tras la finalización de los mismos (ver Materiales y Métodos). (A) Imágenes se obtenidas 
mediante microscopía confocal (EV 1000 Olympus; STAB-SAIUEx), siendo las longitudes de onda de excitación y 
emisión 488/525nm para DCF; 405/440nm para Hoechst 33342 y 488/650nm para PI. (B) La cuantificación de la 
fluorescencia de DCF se realizó en al menos tres preparaciones diferentes. El análisis estadístico se realizo 
mediante t-Student, siendo p= 0.003 (*) y p=0.001(**).  
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I.9. EFECTO DE HNE EN LA HOMEOSTASIS DEL Ca2+ CITOSÓLICO EN 
CARDIOMIOCITOS 
El papel de la mitocondria es clave en el desencadenamiento de la muerte apoptótica, lo 
cual ha quedado demostrado en nuestro modelo. Uno de los estímulos desencadenantes de este 
tipo de muerte celular es el incremento de la concentración de Ca2+ citosólica ([Ca2+]i) (Gogvadze 
et al., 2010). El incremento de la [Ca2+]i, induce un incremento de la concentración de Ca2+ 
mitocondrial ([Ca2+]m), lo cual ocasiona una desestabilización de la función mitocondrial, que se 
hace evidente por la pérdida del ΔΨm, el incremento en la generación de ROS y la 
permeabilización de la membrana externa mitocondrial, a través de la cual se liberan proteínas 
mitocondriales como citocromo c, responsable de la activación de caspasas (Gogvadze et al., 
2010). 
Dado que en el proceso de muerte celular de cardiomiocitos por acción de HNE, todos 
los resultados sugieren una mediación mitocondrial como responsable de un proceso apoptótico, 
se decidió analizar que ocurría con la homeostasis del Ca2+ intracelular durante el tratamiento 
con HNE. Para ello, las células en 3ºDIV, cargadas con Fura2-AM (ver protocolo en Materiales y 
Métodos), se trataron con HNE 5 ó 10μM ó DMSO 0.1% (vehículo de HNE) en el caso del 
control, monitorizando a tiempo real, mediante microscopía de epifluorescencia, los cambios en 
la señal de Fura2 como consecuencia de las oscilaciones de [Ca2+]i. Los datos representados 
como Ratio Fluorescencia 340/380nm, se representan en la Figura I.19. 
En la Figura I.19 se observa claramente, una pérdida de la sincronía y de la amplitud en 
las oscilaciones de Ca2+  tras la adición de HNE, estas oscilaciones son evidentes a modo de 
picos en el control. Además, tras 15 minutos en presencia del tratamiento, a los efectos descritos 
a tiempo 0, que se hacen más evidentes, se le suma un incremento en los niveles de Ca2+, 
pasando de un Ratio 340/380nm con valores en torno a 0.2-0.3 a 0.6-0.7, lo cual significa un 
incremento de Ca2+ superior al 50%. Este último hecho, queda más claro si se observa el 
diagrama de barras de la Figura I.20, en la cual se representan los valores de Ratio 340/380 
promedios, tanto a tiempo 0 como tras 15 min de tratamiento. Si se tiene en cuenta que tras 1h 
de tratamiento, la viabilidad del cultivo no se ve afectada de manera significativa mientras que ya 
se comienzan a evidenciar las primeras alteraciones celulares (generación de ROS, pérdida de 
ΔΨm  y  activación  de  caspasa-3)  que  conducirán a la muerte  apoptótica del cultivo, el rápido 
acontecimiento de la subida de los niveles de Ca2+ citosólico tras 15min de tratamiento, podría 
ser el detonante de todo el proceso. La subida de los niveles de Ca2+ citosólico se ha relacionado 
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con daños mitocondriales que conllevan un incremento en la generación de ROS y una 
disminución de la pérdida del ΔΨm (Hajnóczky et al., 2003), procesos que están íntimamente 












Figura I.19. Determinación de los niveles de Ca2+ citosólico tras el tratamiento con HNE: Cardiomiocitos 
neonatales de rata en 3ºDIV, sembrados en cristales de 21x21mm recubiertos con fibronectina y colágeno, se 
cargan con Fura2-AM 10μM durante 45min en medio sin suero(DMEM:M199 (1:4), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y 
Penicilina-Estreptomicina 1%), a continuación se pasan a medio Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, 
HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH), en el que se lleva a cabo el tratamiento 
con HNE ó DMSO 0.1% (control). En este caso las células han estado en medio con suero (DMEM:M199 (1:4), 
Suero de Caballo 10%, FBS 5%, Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%) hasta el momento 
de cargar con Fura2-AM. El registro de las oscilaciones de Ca2+ comenzó inmediatamente después de poner las 
























































































Figura I.20. Determinación de los niveles promedio de Ca2+ citosólico tras el tratamiento con HNE: 
Cardiomiocitos neonatales de rata en 3ºDIV, sembrados en cristales de 21x21mm recubiertos con fibronectina y 
colágeno, se cargan con Fura2-AM 10μM durante 45min en medio sin suero(DMEM:M199 (1:4), Hepes 25mM, L-
Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%), a continuación se pasan a medio Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 
4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) en el que se lleva a cabo 
el tratamiento con HNE ó DMSO 0.1% (control). En este caso las células han estado en medio con suero 
(DMEM:M199 (1:4), Suero de Caballo 10%, FBS 5%, Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 
1%) hasta el momento de cargar con Fura2-AM. Los valores representados son un promedio de los registros 
representados en la Figura I.18.  
I.10.  ALTERACIONES DEL CITOESQUELETO POR ACCIÓN DE HNE 
Durante el desarrollo de la apoptosis, los componentes del citoesqueleto sufren diversas 
modificaciones, un ejemplo de ello lo constituye la red de microtúbulos, la cual, según han 
descrito Oropesa et al. (2011), se reorganiza a lo largo del proceso apoptótico, adquiriendo una 
localización preferentemente periférica, la cual se considera responsable del mantenimiento de la 
integridad de la membrana plasmática. A este hecho se le suma, la ya conocida capacidad de 
HNE de interaccionar con proteínas del citoesqueleto como consecuencia de la elevada afinidad 
de HNE por reaccionar con  grupos sulfhidrilo, los cuales, en el caso de los microfilamentos de 
actina y microtúbulos, son necesarios para el mantenimiento de las formas polimerizadas 
(Gadoni et al., 1993). 
VanWinkle et al. (1994) describieron que dosis letales de HNE (100μM) ocasionaban 
importantes daños en el citoesqueleto de cardiomiocitos neonatales de rata, lo cual resultaba, 
entre otros hechos, en la aparición de vesículas en la membrana plasmática. Teniendo en cuenta 
estos antecedentes, decidimos analizar que ocurría con el citoesqueleto de cardiomiocitos, 
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concretamente con microtúbulos y microfilamentos de actina, tras someterlos a nuestras 
condiciones de tratamiento (HNE 5 y 10μM; 3h), con las cuales se desencadena un fenómeno de 
muerte apoptótica. 
Las imágenes de la Figura I.21, corresponden a micrografías de fluorescencia tras 
someter las células a inmunocitoquímica con Anti-α-tubulina/Alexa-488 y Rodamina-Faloidina, 
siguiendo los protocolos descritos en Materiales y Métodos. En ellas se puede observar, que tras 
1h 30min de incubación con HNE 10μM comienzan a evidenciarse los primeros efectos del 
tratamiento, observándose células en las que se ha perdido el marcaje específico de 
microtúbulos (fluorescencia verde) y en las que la actina (fluorescencia roja) comienza a perder 
su aspecto fibrilar característico, dando lugar a la aparición de agregados. En el caso de los 
tratamientos de 3h, el aspecto de las células no presenta diferencias significativas entre ambos 
tratamientos. En estos casos, las células han perdido completamente la presencia de tubulina y 








Figura I.21. Alteraciones de los microtúbulos y filamentos de actina por acción de HNE: Cardiomiocitos 
neonatales de rata en 4ºDIV, sembrados en cristales de 15mm de diámetro recubiertos con fibronectina y colágeno, 
se tratan con HNE ó DMSO 0.1% (control) en medio Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 
10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) durante 3h, tras haber permanecido durante las 12h 
previas a los tratamientos en medio sin suero (DMEM:M199 (1:4), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-
Estreptomicina 1%). Transcurrido el tiempo de los tratamientos y tras fijar las células con p-formaldehído 4% en 
PBS, se llevó a cabo una inmunocitoquímica con Anti-α-tubulina/Anti-ratónA488 (ambos a una concentración 1:200), 
Rodamina-Faloidina 0.25U/cristal y DAPI 2μM (ver Materiales y Métodos). Las imágenes mostradas se obtuvieron 
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 Para determinar si las alteraciones observadas en el citoesqueleto eran reversibles, tras 
1h 30min de incubación con HNE,  condición  en  la  que  comienzan a evidenciarse los primeros 
cambios, y tras lavar bien las células, estas se mantuvieron en Locke K5 durante otra hora y 
media. Como control positivo, se empleó nocodazol, por tratarse de una toxina capaz de unirse a 
la tubulina e impedir su polimerización, siendo este efecto reversible (Alieva y Vorob’ev, 1987). 
Los resultados de la Figura I.22, muestran tanto el efecto de un tratamiento con Nocodazol 10μM 
(1h), como con HNE 5 y 10μM (1h 30min), así como el resultado quitar las drogas, e incubar las 









Figura I.22. Reversibilidad de las alteraciones del citoesqueleto por acción de HNE: Cardiomiocitos neonatales 
de rata en 4ºDIV, sembrados en cristales de 15mm de diámetro recubiertos con fibronectina y colágeno, se tratan 
con HNE, DMSO 0.1% (control) ó Nocodazol 10μM en medio Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, 
HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) durante 1h 30min en el caso de HNE y 1h 
en el de Nocodazol, tras haber permanecido durante las 12h previas a los tratamientos en medio sin suero 
(DMEM:M199 (1:4), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%). Transcurrido el tiempo de los 
tratamientos se retira el medio y se lavan, incubando nuevamente las células durante 1h 30min (HNE) ó 1h 
(Nocodazol) en Locke K5. Finalmente y tras fijar las células con p-formaldehído 4% en PBS, se llevó a cabo una 
inmunocitoquímica con Anti-α-tubulina/Anti-ratónA488, Rodamina-Faloidina y DAPI (ver Materiales y Métodos). Las 
imágenes mostradas se obtuvieron mediante microscopía de epifluorescencia. 
 
 








Los resultados de la Figura I.22, en los que se demuestra la reversibilidad del efecto 
despolimerizante de Nocodazol, muestran, además,  que el tratamiento con HNE no sólo es 
irreversible, sino que su efecto tóxico persiste tras eliminar el tratamiento, produciéndose en el 
caso del tratamiento con HNE 10μM un efecto muy similar al observado en el mismo tratamiento, 
pero con 3h de duración. En el caso de HNE 5μM, en el que apenas se observan alteraciones 
tras 1h 30min de tratamiento, ya es posible evidenciar pérdida de tubulina y aparición de los 
agregados de actina en algunas células. Este resultado confirma que los daños provocados por 
HNE sobre el citoesqueleto son irreversibles, a pesar de su eliminación del medio. Así mismo, en 
este fenómeno pueden colaborar las caspasas (Moretti et al., 2002), que tal y como se ha 
demostrado en apartados anteriores, se activan tras 1h de tratamiento, de modo  que a pesar de 
quitar HNE del medio de cultivo, los mecanismos detonantes del proceso apoptótico, ya 
activados, continúan su progresión. 
I.11. PROTECCIÓN POR COMPUESTOS ANTIOXIDANTES 
El nuevo estilo de vida impuesto en las sociedades desarrolladas, está teniendo como 
consecuencia una mayor incidencia de enfermedades, tales como cáncer, enfermedades 
neurodegenerativas, cardiovasculares y diabetes, en las cuales se ha demostrado, que el estrés 
oxidativo y compuestos derivados del mismo como HNE, juegan un papel esencial en el 
desarrollo y progresión de las mismas (Lovell et al., 1997; Bruce-Keller et al., 1998; Leonarduzzi 
et al., 2005; Morquette et al., 2006; Tang et al., 2007 y Johnson et al., 2007). Una de las vías 
propuestas en los últimos años para prevenir o mitigar el daño oxidativo mediado por ROS o 
compuestos derivados (HNE) consiste en terapias basadas en la ingesta, bien a través de 
fármacos o en la propia dieta, de compuestos con capacidad antioxidante que mitiguen o 
prevengan el daño ocasionado por el estrés oxidativo (Srivastava et al., 2011).  
Tras haber establecido la implicación de dosis patofisiológicas de HNE (Siems et al., 
1996) en la muerte de cardiomiocitos, decidimos analizar, además de los compuestos empleados 
a lo largo de este trabajo (NAC, MPG y Trolox),  el efecto que un compuesto con propiedades 
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  I.11.1. Protección por carvedilol 
Carvedilol (CAR) es un β-bloqueante no selectivo, capaz de ejercer efectos pleiotrópicos 
tales como: antioxidante, bloqueante α1-adrenoceptor, vasodilatador, acción antiapoptótica 
(Savitz et al., 2000), anti-inflamatorio (Yaoita et al., 2002), protector mitocondrial (Abreu et al., 
2000) y bloqueante de canales de Ca2+ (Lysko et al. 1992). Además se ha demostrado que CAR 
ejerce  efecto cardioprotector en modelos de isquemia/reperfusión (Ma et al., 1996). Este efecto 
cardioprotector, se ha atribuido a su capacidad para atrapar radicales libres (scavenger), así 
como a su acción quelante de metales pesados (Oettl et al., 2001). La actividad antioxidante de 
CAR, parece deberse al anillo de carbazol presente en la molécula (Yue et al. 1994). En la 






Figura I.23. Estructura química de carvedilol (CAR): 3-(9H-carbazol-4-iloxi)-2-hidroxipropil][2-(2-
metoxifenoxi)etil]amina. 
 Lo primero que se llevó a cabo, fue la determinación de la viabilidad del cultivo. En este 
caso, siguiendo resultados anteriores publicados por Nakamura et al. (2009) los tratamientos con 
HNE se llevaron a cabo en presencia de CAR, siendo las concentraciones de CAR empleadas 5 





















Figura I.24. Protección por CAR frente a la muerte de cardiomiocitos por HNE: Cardiomiocitos en 3ºDIV, fueron 
deplecionados de suero (DMEM:M199 (4:1), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%) durante 
12h. A continuación, ya 4ºDIV, son sometidos a tratamientos con HNE en medio Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 
4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) durante 3h en presencia o 
no de CAR 5 ó 10μM. El vehículo de HNE es DMSO, por lo tanto los tratamientos control se llevan a cabo en Locke 
K5 suplementado con DMSO 0.1%. La viabilidad del cultivo se determina mediante el ensayo de MTT (Materiales y 
Métodos). El análisis estadístico se llevó a cabo mediante un test t-Student, las diferencias significativas respecto a 
las condiciones control (sin CAR) para p<0.05 se marcan con *. 
 Los resultados de la Figura I.24, apoyan el papel cardioprotector descrito para CAR, no 
observándose en nuestras condiciones experimentales diferencias significativas entre las dos 
dosis de CAR empleadas. Por ello, la determinación de la liberación de LDH, tras 3h de 
tratamiento con HNE en presencia de CAR, se llevaron a cabo empleando la dosis más baja de 
CAR, es decir 5μM. En este caso, CAR también confiere una protección significativa frente a la 
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Figura I.25. Efecto de CAR en la liberación de LDH inducida por HNE: Cardiomiocitos neonatales de rata en 
4ºDIV, sembrados en placa de 35mm de diámetro, se tratan con HNE ó DMSO 0.1% (control) en medio Locke K5 
(NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) 
durante 3h, tras haber permanecido durante las 12h previas a los tratamientos en medio sin suero (DMEM:M199 
(1:4), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%).  Los tratamientos con HNE, se llevan a cabo 
en presencia o no de CAR 5μM. Transcurrido el tiempo de los tratamientos, se preparan las muestras para medir 
espectrofotométricamente la actividad LDH, siguiendo el protocolo descrito en Materiales y Métodos. El análisis 
estadístico (t-Student) no muestra diferencias significativas entre los tratamientos con HNE+Carv y el control (*). 
I.11.2. Protección por el aceite esencial de Thymbra capitata 
Thymbra capitata es una especie de tomillo perteneciente al género Thymus, que se 
encuentran dentro de la familia LAMIACEAE. La distribución de los tomillos abarca toda Eurasia, 
así como el Norte del continente Africano y Groenlandia, siendo la Península Ibérica una de las 
regiones con mayor presencia de especies de este género, contando con 37 de las 114 descritas 
en la región mediterránea (Morales, 2000). De las especies presentes en la península, la 
mayoría de ellas se localizan en el este peninsular, por ser las características edáficas (suelos 
calcáreos) las idóneas para el crecimiento de estas especies, por lo tanto en Extremadura no son 
muy numerosas las especies de tomillo existentes. En nuestra región, el empleo de las mismas 
en usos culinarios está muy arraigado, junto a este hecho, las conocidas propiedades 
antioxidantes, antimicrobianas e insecticidas, justifican el estudio de las mismas, así como de 
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El interés creciente que se ha despertado en torno a los antioxidantes naturales de 
origen vegetal, radica en sus propiedades antioxidantes, que le confieren a estos compuestos 
una gran utilidad tanto como conservantes en la industria alimentaria, por su capacidad para 
retardar la oxidación de los lípidos lo cual contribuye a mejorar la calidad y los valores 
nutricionales de los alimentos; así como en medicina, donde se emplean en la prevención y 
curación de enfermedades que median con procesos de estrés oxidativo, entre las que cabe 
destacar las enfermedades cardiovasculares, por ser el corazón un órgano con altos 
requerimientos energéticos, obtenidos principalmente mediante fosforilación oxidativa (Danesi et 
al., 2008).   
El aceite esencial de Thymbra capitata  se caracteriza por su alto contenido en carvacrol, 
(monoterpeno fenólico) cuyo valor está comprendido entre un 40-80% del total de compuestos 
presentes en el aceite (Kanias y Loukis, 1992; Biondi et al., 1993 y Tateo et al., 1996). Siendo los 
niveles de carvacrol en el material extremeño superiores al 70% (Blanco, 2005).  
 En función de estos antecedentes, decidimos analizar si el potencial antioxidante de este 
aceite, descrito por Blanco et al. en 2011 era reproducible en sistemas biológicos, para lo cual lo 
primero que se llevó a cabo fue un estudio del efecto ejercido por el aceite esencial de Thymbra 
capitata sobre el cultivo de cardiomiocitos, a fin de descartar cualquier daño inducido por el 
tratamiento con el aceite en sí, así como encontrar las condiciones en las se pueda producir un 

















Figura I.26. Efecto del aceite esencial de T. capitata (tomillo) sobre el cultivo de cardiomiocitos: 
Cardiomiocitos en 3ºDIV, fueron deplecionados de suero(DMEM:M199 (4:1), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y 
Penicilina-Estreptomicina 1%) durante 12h, tiempo durante el cual se suplementó el medio con diferentes dosis del 
aceite esencial de T. capitata, bien puro (Panel A) o diluido en DMSO (0.001 corresponde a 1% de una dilución 
1:1000; 0.0013% = 1% de 1:750; 0.002% = 1% de 1:500 ò 2% 1:1000; 0.0026% = 2% de 1:750 y 0.004% = 2% de 
1:500) , para seguidamente (ya en 4ºDIV) ser analizar la viabilidad del cultivo mediante el ensayo de reducción de 
MTT a Formazán, descrito en detalle en el apartado Materiales y Métodos. El análisis estadístico se llevó a cabo 
mediante un test t-Student, * = diferencia significativa respecto al control (p=0.0099). 
 Los resultados mostrados en la Figura I.26 demuestran claramente la toxicidad de este 
compuesto natural, ya que a dosis bajas del aceite puro (0.01%) se está produciendo el 100% de 
la muerte del cultivo, incluso cuando se emplea un 2% de una dilución 1:500 de aceite en DMSO, 
el 70% de las células en cultivo mueren, lo cual es un daño muy significativo, tal y como 
demuestra el análisis estadístico. En base a estos datos, se estableció que la dosis letal mínima 
(DLM) era 0.004% o lo que es lo mismo un 2% de una dilución 1:500. 
 Además de los resultados de la Figura I.26, se llevaron a cabo medidas de potencial de 
membrana mitocondrial (ΔΨm) y generación de especies reactivas del oxígeno (ROS) en células 
control y tratadas con una dosis inocua de aceite. Se seleccionó como dosis la adición de un 2% 
de una dilución 1:1000, por ser un valor intermedio en el cual no se observó pérdida de viabilidad 
respecto al control. En los resultados mostrados en la Figura I.27, se puede observar que no 
existen diferencias aparentes respecto a células control (tratadas con 2% DMSO), ni en las 
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Figura I.27. Efecto del aceite esencial de T. capitata (tomillo) sobre el ΔΨm y la producción de ROS en 
cardiomiocitos: Cardiomiocitos en 3ºDIV, fueron deplecionados de suero (DMEM:M199 (4:1), Hepes 25mM, L-
Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%) durante 12h, tiempo durante el cual se suplementó el medio con 2% 
DMSO ó 2% de una dilución de aceite esencial 1:1000 en DMSO. Transcurridas las 12h de tratamiento, estando las 
células en 4ºDIV, ser analiza el ΔΨm empleando la sonda fluorescente TMRM; o bien la generación de ROS 
mediante el empleo de la sonda DCFH. La fila superior corresponde al análisis de ROS, para el cual, la carga con 
los sustratos fluorescentes DCFH 0.4μM y Hoechst 33342 10μg/ml (en PBS1x), se llevó a cabo durante 1h, 
añadiéndose PI 3.75μM en PBS1x (5min) transcurrida la hora de incubación con los otros sustratos. La fila inferior 
corresponde a imágenes de ΔΨm, en este caso la carga con TMRM 2nM y Hoechst 33342 10μg/ml, también en 
PBS 1x, tuvo lugar durante 30min. Las imágenes se obtuvieron mediante microscopía confocal (EV 1000 Olympus, 
STAB-SAIUex), siendo las longitudes de onda de excitación y emisión 550/590nm para TMRM, 488/525nm para 
DCF, 405/440nm para Hoechst 33342 y 488/650nm para PI. 
 Tras analizar el efecto del aceite sobre el cultivo y descartar el empleo del aceite puro 
para llevar a cabo los ensayos de protección del aceite sobre los efectos de HNE, se procedió a 
analizar el efecto del pretratamiento con las diferentes diluciones de aceite sobre el cultivo. Los 
resultados quedan plasmados en la figura I.28. 














Figura I. 28. Protección por el aceite esencial de T. capitata (tomillo) frente al daño inducido por HNE sobre 
el cultivo de cardiomiocitos: Cardiomiocitos en 3ºDIV, fueron deplecionados de suero (DMEM:M199 (4:1), Hepes 
25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%) durante 12h, suplementando este medio con diferentes 
dosis de diversas diluciones de aceite en DMSO, para seguidamente (ya en 4ºDIV) ser sometidos a tratamientos con 
o sin HNE en medio Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, 
MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) durante 3h. La viabilidad del cultivo se determina mediante el ensayo de MTT 
(Materiales y Métodos). El análisis estadístico se llevó a cabo mediante un test t-Student, las diferencias 
significativas respecto a las condiciones control (sin aceite) para p<0.05 se marcan con *. 
Los resultados de protección obtenidos (Figura I.28), muestran un fuerte efecto protector 
frente a la muerte por HNE al emplear dosis de aceite inferiores a 0.004%, ya que tal y como se 
vio en la Figura I.26B, el tratamiento con 0.004% de aceite (dilución en DMSO) resultaba tóxico 
para el cultivo, lo cual también queda reflejado en el Panel B de la Figura I.28, donde se puede 
observar que la pérdida de viabilidad tras los tratamientos con HNE es mayor tras haber 
pretratado las células con esta dosis de aceite. Por otro lado, se puede ver como la muerte por 
acción de HNE es prevenida tras los pretratamientos con diferentes dosis de aceite, simplemente 
no se produce protección significativa en el caso del tratamiento de HNE 10μM pretratado con la 
dosis más baja de aceite ensayada, correspondiente a 1% de la dilución 1:1000, o lo que es lo 
mismo 0.001% de aceite esencial. Estos resultados, manifiestan la potencia protectora de este 
compuesto natural sobre los efectos inducidos por HNE. Teniendo en cuenta los resultados 
anteriores que demuestran una explosión oxidativa durante el desencadenamiento y progresión 
de la apoptosis inducida por efecto de HNE, y dado que se ha demostrado in vitro la potencia 



































+ + + + - - - - - - - - 
+ + + + - - - - - - - - 
- - - - - - - - + + + + 
+ + + + - - - - - - - - 
+ + + + - - - - - - - - 
- - - - - - - - + + + + 
- - - 1 - - - 1 - - - 1 
- - 1 - - - 1 - - - 1 - - - 2 - - - 2 - - - 2 - 
- 1 - - - 1 - - - 1 - - - 2 - - - 2 - - - 2 - - 
- - - 2 - - - 2 - - - 2 
  
111 Resultados 
antioxidante, por ello se evaluó el efecto ejercido por el aceite sobre la generación de ROS 














Figura I.29. Generación de ROS en cardiomioctos control y tratados con HNE tras pretratamiento de 12h con 
aceite esencial de T. capitata (2% de una dilución 1:1000 en DMSO): Cardiomiocitos neonatales de rata 
sembrados en cristales del 15mm de diámetro recubiertos con fibronectina y colágeno , fueron deplecionados de 
suero (DMEM:M199 (4:1), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%) durante 12h (corresponde 
a 3ºDIV), tiempo durante el cual se suplementó el medio con 2%DMSO ó 2% de una dilución de aceite esencial 
1:1000 en DMSO, A continuación, ya en 4ºDIV, se tratan con HNE ó DMSO 0.1% (control) en medio Locke K5 (NaCl 
154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) durante 
1h. La carga con los sustratos fluorescentes, DCFH 0.4μM y Hoechst 33342 10μg/ml, se llevó a cabo durante los 
tratamientos, añadiéndose PI 3.75μM en PBS1x tras la finalización de los mismos (ver Materiales y Métodos). Las 
Imágenes que se muestran fueron obtenidas mediante microscopía confocal (EV 1000 Olympus; STAB-SAIUEx), 
siendo las longitudes de onda de excitación y emisión 488/525nm para DCF; 405/440nm para Hoechst 33342 y 
488/650nm para PI.  
 Las imágenes de la Figura I.29 muestran claramente la protección conferida por el aceite 
esencial frente a la generación de ROS que se produce en las células como consecuencia de los 
tratamientos con HNE.  
 Dado que nuestros resultados apuntan a un proceso de muerte apoptótica en el que la 
mitocondria juega un papel trascendental, ya que se además de una explosión oxidativa se 
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pierde el ΔΨm, y tras haber observado que Trolox, compuesto con gran poder antioxidante, es 
capaz de prevenir ambos procesos, decidimos analizar el efecto que ejercía el aceite esencial de  
T.capitata sobre la pérdida del potencial de membrana observada, de modo que se pudiera 
corroborar su capacidad antioxidante in vivo. Para ello, se procedió al igual que con el análisis de 
ROS, pretratando las células con un 2% de una dilución de aceite 1:1000 en DMSO, lo cual 
equivale a un 0.002% de aceite, durante las 12h previas al tratamiento con HNE, el cual 
transcurrió durante 1h, por ser la pérdida del ΔΨm un fenómeno que acontece en los estadios 




















Figura I. 30. Determinación del ΔΨm en cardiomioctos control y tratados con HNE tras pretratamiento de 
12h con aceite esencial de T. capitata (2% de una dilución 1:1000 en DMSO): Cardiomiocitos neonatales de rata 
sembrados en cristales del 15mm de diámetro recubiertos con fibronectina y colágeno , fueron deplecionados de 
suero (DMEM:M199 (4:1), Hepes 25mM, L-Glutamina 1% y Penicilina-Estreptomicina 1%) durante 12h (corresponde 
a 3ºDIV), tiempo durante el cual se suplementó el medio con 2%DMSO ó 2% de una dilución de aceite esencial 
1:1000 en DMSO. A continuación, ya en 4ºDIV, se tratan con HNE ó DMSO 0.1% (control) en medio Locke K5 (NaCl 
154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) durante 
1h. Transcurrido el tiempo de los tratamientos, se lavan las células con PBS 1x y se cargan con TMRM 2nM y 
Hoechst 33342 10μg/ml en PBS 1x durante 30min siguiendo el protocolo descrito en Materiales y Métodos. Las 
imágenes se obtuvieron mediante microscopía confocal (EV 1000 Olympus, STAB-SAIUEx), siendo las longitudes 
de onda de excitación y emisión 550/590nm para TMRM y 405/440nm para Hoechst 33342.  









 Los resultados mostrados en la Figura I.30, corroboran los observados en la Figura I.17, 
demostrando que tras 1h de tratamiento con HNE 10μM se produce una pérdida muy 
significativa del ΔΨm, el cual se mantiene en los niveles del control cuando se han pretratado 
las células con un 2% de una dilución de aceite esencial de T.capitata 1:1000 (en DMSO). 
 Todos estos resultados obtenidos con el empleo del aceite esencial de T.capitata ponen 
de manifiesto in vivo la capacidad antioxidante del mismo a bajas dosis, lo cual lo convierte en un 
compuesto de marcada relevancia para futuros estudios basados en la búsqueda de compuestos 
naturales que puedan prevenir o aminorar el daño ocasionado en patologías que medien con 




























Capítulo II:  
Desregulación por HNE del transporte 
de Ca2+. Estudio en un sistema modelo  
 
II.1. EFECTO DE HNE SOBRE LA ACTIVIDAD CA2+-ATPASA DE RETÍCULO  
SARCOPLÁSMICO 
Existen numerosos estudios en los que se demuestra que el aldehído resultante de la 
peroxidación lipídica 4-hidroxinonenal (HNE) presenta una elevada reactividad hacia nucleófilos 
celulares, como las proteínas, con las que reacciona principalmente a través de residuos de 
cisteínas, lisinas e histidinas (Mark et al., 1997; Blanc et al., 1998; Pedersen et al., 2000; 
Petersen y Doorn, 2004) ocasionando la inhibición de las mismas. 
Dado el carácter lipofílico de HNE, una de las dianas preferenciales del mismo son las 
proteínas de membrana, implicadas principalmente en procesos de homeostasis iónica y 
señalización celular. En este sentido, Morel et al. (1999), con vesículas de sinaptosomas, y 
Siems et al. (2003), con preparaciones de membranas de neutrófilos, han mostrado que HNE 
inhibe de una manera dosis-dependiente la actividad ATPasa de la bomba de Na+/K+ de estas 
membranas. Por otro lado, con eritrocitos humanos (Raess et al., 1997) se ha puesto de 
manifiesto que la actividad Ca2+-ATPasa de membrana plasmática es muy sensible a la acción 
de HNE, lo cual sugiere que HNE puede desempeñar un papel específico en la regulación de la 
homeostasis de calcio en respuesta al estrés oxidativo. 
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Teniendo en cuenta estos antecedentes y dada la relevancia de las bombas de Ca2+ en 
mantenimiento de la  homeostasis de calcio citosólico, se decidió realizar un estudio in vitro del 
efecto de HNE sobre las propiedades funcionales de la Ca2+-ATPasa de retículo sarcoplásmico 
de músculo esquelético de conejo. Esta proteína es un excelente modelo de estudio debido a su 
abundancia en el retículo, su fácil obtención y el conocimiento que hoy día se tiene de su 
estructura y ciclo catalítico. 
En primer lugar, para llevar a cabo el estudio del efecto de HNE sobre la velocidad 
máxima de hidrólisis de ATP por la SERCA1a, se incubaron las vesículas de RS con diversas 
concentraciones de HNE (100, 200, y 500μM), tomándose a diferentes tiempos una alícuota para 














Figura II.1. Actividad ATPasa máxima de SERCA1a tras el tratamiento de las vesículas con HNE. Efecto de la 
dosis de HNE y del tiempo de incubación: Vesículas de RS (1mg/ml) fueron incubadas a 37ºC en tampón 
Tes/Tris 50mM pH 7.4, KCl 100mM y Sacarosa 250mM de 0 a 4h con diversas concentraciones de HNE, (◊) 100μM; 
(∆)  200μM y (○) 500μM o su vehículo (DMSO) (□). Finalizados los periodos de incubación indicados, se determinó 
la actividad ATPasa a 20ºC usando 5μg/ml de proteína de RS siguiendo el ensayo cinético de enzimas acopladas 
descrito en el apartado Materiales y Métodos. 
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura II.1, en la que ve como la actividad 
Ca2+-ATPasa máxima (tras añadir ionóforo y/o detergente para liberar el Ca2+ acumulado en RS, 






























un comportamiento quasi-monoexponencial, así mismo, el efecto inhibitorio de HNE sobre 
SERCA1a también es dependiente de la dosis de HNE empleada para el tratamiento.  
En el caso de la actividad ATPasa acoplada, es decir, antes de añadir ionóforo o 
detergente, se observó que los tratamientos ligeros con HNE, es decir, bajas concentraciones de 
HNE o HNE 500μM a tiempos cortos, ocasionaban un incremento en la tasa de hidrólisis de ATP. 
En la Figura II.2, se representa la actividad ATPasa de muestras control y tratadas con HNE 
500μM antes y después de añadir ionóforo, y tras romper completamente las membranas de RS 









Figura II.2. Actividad ATPasa de SERCA1a con o sin ionóforo o detergente, tras el tratamiento de las 
vesículas con HNE 0.5mM: Vesículas de RS (1mg/ml) fueron incubadas a 37ºC en tampón Tes/Tris 50mM pH  7.4, 
KCl 100mM y Sacarosa 250mM con HNE 500μM (cículos) o DMSO (triángulos), midiéndose la actividad ATPasa a 
diferentes tiempos, siguiendo el ensayo cinético de enzimas acopladas descrito en Materiales y Métodos. La 
actividad ATPasa se determinó en un medio libre de detergente (símbolos llenos), al que tras un primer registro de 
la actividad se le adicionó el ionóforo de calcio A23187 1μg/ml (símbolos vacíos) y por último tras haber registrado 
esta condición se suplementó el medio de reacción con detergente C12E8 1mg/ml (símbolos punteados). 
La reacción de HNE con proteínas (principalmente a través de los grupos amino de las 
lisinas y sulfhidrilo de las cisteínas, los cuales pueden actuar como centros nucleofílicos) puede 
dar lugar a la formación de una Base de  Schiff o bien formar aductos proteicos mediante adición 
de Michael. Teniendo en cuenta que la reactividad de los grupos amino y tiol es una función del 
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del pH sobre la inhibición de la actividad ATPasa por HNE. Para ello, las vesículas de RS se 
incubaron durante una hora a 37ºC con HNE 500μM en tampones de pH diferentes, los 
resultados obtenidos se muestran en la Figura II.3 (A), en la que se demuestra cómo la inhibición 
de la SERCA por HNE se ve potenciada en condiciones de pH básicos, siendo casi nula a pH 6 
(datos no mostrados). Estos resultados están de acuerdo con el comportamiento químico de los 
nucleófilos, en los cuales las formas no protonadas son más reactivas que las protonadas. Por 
tal razón, a medida que se alcanzan los valores de pK del grupo ε-amino de la lisina (pK = 
10.53), o del tiol de la cisteína (pK = 8.33) más proporción de formas desprotonadas existirán, 
favoreciendo así la transferencia electrónica a agentes electrófilos, como es el caso de HNE. 
En la Figura II.3 (B) se muestra también el efecto que ejerce la temperatura de 
incubación, durante el tratamiento con HNE, en la inhibición de la actividad ATPasa de 
SERCA1a por HNE, se puede observar como a medida que aumenta la temperatura, la 










Figura II.3. Efecto del pH y de la temperatura de incubación empleados durante el tratamiento de vesículas 
de RS con HNE sobre la inhibición de la actividad ATPasa de la SERCA: Vesículas de RS  (1mg/ml) fueron 
incubadas a diferentes condiciones con HNE 500μM de 0 a 4h. (A) Se varió el pH del medio de incubación que 
contenía KCl 100mM, Sacarosa 250mM y 50mM de tampón: Mes-Tris para pH  6.5 (□) y Tes/Tris  para pH  7.4 (○) y 
8.5 (   ). La temperatura de incubación en todos los casos fue 37ºC (B) El medio de incubación empleado fue el 
mismo que en (A) para pH 7.4 y se incubaron las muestras a diferentes temperaturas: 4ºC (□), 26ºC (∆) y 37ºC (○). 
En todos los casos,  se determinó la actividad ATPasa a 20ºC usando 5μg/ml de proteína de RS siguiendo el ensayo 











































A la vista de estos resultados, se concluyó que HNE afecta de manera dosis-tiempo-
dependiente a la capacidad máxima de la SERCA1a para hidrolizar ATP, además se comprueba 
que este efecto se acentúa al incrementar el pH y la temperatura del medio de tratamiento. Por 
otro lado se observa que tratamientos leves con HNE ocasionan una mayor tasa de hidrólisis de 
ATP cuando las vesículas están en ausencia de ionóforo o detergente. Así mismo, teniendo en 
cuenta estos resultados, se estableció que el tratamiento del RS con HNE 500μM durante 2h a 
37ºC y pH 7.4 eran condiciones óptimas para la inhibición de la SERCA1a por HNE, ya que la 
actividad ATPasa residual tras un tratamiento de este tipo se reducía un 80% respecto al control, 
por lo que decidimos emplear estas condiciones para experimentos posteriores.  
II.2. EFECTO DE HNE SOBRE EL TRANSPORTE DE Ca2+ POR VESÍCULAS DE RS 
A continuación se estudió la capacidad de transporte que presentan las vesículas de RS 
tratadas o no con HNE 500μM durante 2h a 37ºC y pH 7.4. Para ello, en primer lugar, se 
realizaron medidas de transporte de 45Ca2+ en presencia y ausencia de oxalato como agente 
precipitante de Ca2+ en el medio luminal. El método empleado para la determinar el 45Ca2+ 
acumulado en el interior del retículo fue mediante filtración a través de nitrocelulosa y posterior 
lavado (ver Materiales y Métodos). En la Figura II.4 (A y B) se muestran las medidas de 
transporte de Ca2+, en presencia y ausencia de oxalato respectivamente. En ambos casos el 
transporte de Ca2+ se inhibe al 100% como consecuencia del tratamiento con HNE 500μM, 
condiciones en las que sorprendentemente no se inhibe la actividad ATPasa por completo. En la 
Figura II.4(C) se representa el efecto de la incubación a diferentes tiempos con HNE 500μM 
sobre la acumulación de 45Ca2+ en el interior de las vesículas (en presencia de oxalato) y se 
compara con la actividad ATPasa residual de la SERCA en esas mismas condiciones, 
confirmando que la reducción de la capacidad de las vesículas para acumular Ca2+ se produce a 





















Figura II.4.  Inhibición del transporte de Ca2+ en vesículas de RS tratadas con HNE: Las vesículas de RS 
1mg/ml se trataron con HNE 500μM en tampón Tes/Tris 50mM pH 7.4, Sacarosa 250mM y KCl 100mM a 37ºC (en 
paneles A y B triángulos) o con DMSO en el caso de las muestras control (en paneles A y B círculos). Tras 2h de 
tratamiento, se midió la capacidad residual que presentaban las vesículas para transportar Ca2+, tanto en presencia 
(panel A) como en ausencia (panel B) de oxalato 5mM tal y como se describe en Materiales y Métodos. En el panel 
C, se muestran de manera conjunta los resultados de medir el transporte de Ca2+ en presencia de oxalato (círculos) 
y la máxima actividad ATPasa residual (triángulos) tras realizar el tratamiento con HNE 500μM a diferentes tiempos.  
 Los datos de transporte de 45Ca2+ corroboran el efecto inhibidor de HNE sobre las 
propiedades funcionales de la SERCA, ya que además de inhibir la hidrólisis de ATP, HNE 
también afecta al transporte de Ca2+ acoplado a la misma.  Con la finalidad de caracterizar más 
detalladamente el efecto inhibitorio de HNE sobre la SERCA1a, se estudiaron en profundidad los 
efectos que HNE ejercía sobre cada uno de los principales eventos que constituyen el ciclo 
catalítico de la enzima. 
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II.3. EFECTO DE HNE EN DIFERENTES ETAPAS DEL CICLO CATALÍTICO DE LA 
ENZIMA: UNIÓN DE Ca2+, UNIÓN DE ATP Y FORMACIÓN DEL INTERMEDIARIO 
FOSFORILADO (EP) 
Estos ensayos se realizaron con la finalidad de caracterizar con más detalle los efectos 
de HNE en la SERCA1a. En primer lugar se llevaron a cabo experimentos con 45Ca2+ para 
cuantificar la cantidad de Ca2+ unido a las vesículas, estos ensayos se realizaron siguiendo un 
protocolo de filtración sin lavado, por lo que hubo que emplear 3H como doble marcaje para 
poder estimar la cantidad de 45Ca2+ que permanece en el medio externo, además, estas medidas 
se llevaron a cabo en ausencia de ATP. En la Figura II.5 (círculos abiertos) se observa que tras 
una incubación de las vesículas de RS (1mg/ml) durante 2h con HNE 500μM, la unión de Ca2+ 
solamente se vio reducida un 17% respecto al control, lo cual resulta casi inapreciable si se 
compara  con la inhibición de la máxima actividad ATPasa acontecida bajo las mismas 










Figura II.5.  Efecto de HNE en tres eventos del ciclo catalítico de la SERCA1a: unión de Ca2+, unión de ATP y 
formación del intermediario fosforilado (EP): Las vesículas de RS 1mg/ml se trataron con las concentraciones de 
HNE reflejadas en el eje de abscisas en un medio que contenía Tes/Tris 50mM pH 7.4, Sacarosa 250mM y KCl 
100mM a 37ºC durante dos horas. Transcurrido el tiempo de incubación las muestras se emplearon tanto para la 
determinación de la actividad ATPasa máxima siguiendo el protocolo habitual(▲) como para las medidas de la 
capacidad de unir 45Ca2+ en ausencia de ATP (○) y la de unir [γ-32P]ATP en presencia de EGTA (sin Ca2+) (□) o la 
formación de fosfoenzima (EP) en presencia de Ca2+ (◊). Para estos ensayos, se diluyeron las muestras cuatro 
veces (0.25mg/ml) en un medio que contenía Mops/Tris 50mM pH 7.0, KCl 100mM y MgCl2 5mM. Los protocolos 
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Otro parámetro que se midió, fue la capacidad de unión de ATP en vesículas de RS 
tratadas con varias concentraciones de HNE durante 2h a 37ºC. Este experimento se realizó 
analizando la capacidad de la Ca2+-ATPasa para fijar [γ32P]ATP, por lo que hubo que llevar a 
cabo las medidas en ausencia de Ca2+ para evitar que se produjese la hidrólisis de ATP. Los 
resultados se muestran en la Figura II.5 (cuadrados abiertos) donde se muestra que tras 2 horas 
de tratamiento con HNE 500μM, la capacidad de la proteína para unir ATP se reduce 
significativamente, siendo esta reducción en la unión de [γ32P]ATP del 56% respecto al 
tratamiento control sin HNE. 
Por último se cuantificó la formación del intermediario fosforilado (EP), estas medidas 
también se llevaron a cabo empleando [γ32P]ATP, pero en este caso el Ca2+ estaba presente en 
el medio, siendo necesaria la parada de la reacción mediante la adición de un ácido. El resultado 
se muestra en la Figura II.5 (diamantes abiertos), el cual evidencia una notable disminución en la 
formación del intermediario EP, muy similar a la inhibición encontrada para la unión de ATP. Si 
se compara con la inhibición en la actividad ATPasa (triángulos rellenos) se demuestra que el 
efecto inhibitorio sobre la capacidad de hidrolizar ATP por la SERCA1a es mayor que el hallado 
para la unión de ATP y formación de EP, lo cual demuestra que HNE está impidiendo la 
interacción de ATP con la enzima y por tanto la trasferencia del grupo fosfato al Asp351, este 
hecho es en parte responsable de la inhibición en la actividad ATPasa observada, pero los 
resultados de la Figura II.5 apuntan a que no es el único fenómeno responsable de la pérdida de 
actividad de la SERCA1a, de modo que sugerimos la existencia de otro tipo de alteraciones por 
HNE también implicadas en el efecto inhibidor observado.  
II.4.  CAMBIOS CONFORMACIONALES INDUCIDOS POR LA UNIÓN DE LIGANDO:   
EXTINCIÓN EN LA FLUORESCENCIA DE LOS TRIPTÓFANOS 
 Se sabe que algunas proteínas presentan la propiedad de emitir fluorescencia cuando 
son excitadas con una determinada longitud de onda, en el caso de la SERCA, son los 13 
residuos de triptófano presentes en su estructura primaria, los responsables de esta propiedad. 
Numerosas sustancias tienen la capacidad de cambiar esta fluorescencia intrínseca al 
interactuar con la proteína, como es el caso de los ligandos, por ello es muy extendido el empleo 
de las medidas de fluorescencia intrínseca para determinar los cambios conformacionales en 




Con la finalidad de corroborar los resultados mostrados en el apartado II.3, se midieron 
los cambios en la fluorescencia intrínseca de la proteína al añadirle o retirarle Ca2+ y Mg-ATP, 
ambos ligandos específicos de la bomba, en muestras tratadas con HNE 500μM, tanto al inicio 
del tratamiento (tiempo 0), como a la hora y tras 2h de haber iniciado el tratamiento. En la Figura 
II.6 se muestran los resultados que demuestran que la caída de la fluorescencia observada tras 
quelar el Ca2+ del medio (adición de EGTA 2mM) en las vesículas tratadas con HNE 500μM a 
t=0 (Panel A), es menor tras 1h de tratamiento con HNE 500μM, estando esta disminución más 















Figura II.6.  Inducción de cambios en la fluorescencia intrínseca de SERCA1a por unión de ligandos. Efecto 
de HNE: Vesículas de RS 1mg/ml fueron incubadas con HNE 500μM en tampón Tes/Tris 50mM pH 7.4, KCl 100mM 
y Sacarosa 250mM a 37ºC, durante diferentes tiempos: 0h (Panel A), 1h (Panel B) y 2h (Panel C). Tras diluir las 
muestras hasta 0.1mg/ml en el mismo medio en que se llevó a cabo la incubación, la fluorescencia de Trp se 
registró con un espectrofluorímetro, siendo 295 y 320nm las longitudes de onda de excitación y emisión 
respectivamente. Como se muestra en la figura, en primer lugar se añadió Ca2+ 20μM para demostrar que el Ca2+ 
contaminante está saturando los sitios de unión a Ca2+, seguidamente se adicionó EGTA 2mM, Mg2+ 2mM y ATP 
40μM (tres adiciones sucesivas, seguida de otra de ATP 400μM para descartar efectos en la fluorescencia debidos 
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Por otro lado, también se demuestra que el incremento de fluorescencia observado por 
adición de Mg-ATP a t=0, se reduce un 50% tras una hora de incubación con HNE y un 75% 
transcurridas 2h desde que se inició el tratamiento. Nuestros resultados muestran claramente 
que los cambios conformacionales inducidos por EGTA y Mg-ATP fueron reducidos tras el 
tratamiento de RS con HNE.  
II.5. REACCIÓN DE HNE CON LOS GRUPOS SULFHIDRILO DE LA SERCA1A  
La modificación redox de grupos sulfhidrilo (-SH) de las cisteínas es crítica en la 
modulación de la actividad de canales iónicos y de enzimas como la Ca2+-ATPasa (Trimm et al. 
1986). Además se ha demostrado que HNE presenta una elevada afinidad por los grupos 
sulfhidrilo de las proteínas (Schauenstein et al., 1971; Esterbauer et al., 1975 y 1976), 
reaccionando con las mismas a través de los grupos tiol mediante adición de Michael. Por ello se 
decidió estudiar si se produce la interacción de HNE con los grupos –SH de la SERCA1a como 
consecuencia del tratamiento de la misma con el aldehído. 
La determinación de los grupos –SH de la SERCA1a se llevó a cabo mediante el empleo 
de DTNB tras haber tratado las muestras con diferentes concentraciones de HNE, el protocolo 
seguido para ello se detalla en Materiales y Métodos.  
Como se demuestra en el Panel A de la Figura II.7, el tratamiento con HNE 500μM 
ocasiona una pérdida de grupos –SH, la cual es mayor a medida que se incrementa el tiempo de 
tratamiento. Así mismo, y coincidiendo con los resultados mostrados para la inhibición de la 
máxima actividad ATPasa, esta reacción se produce a una velocidad mayor al incrementar el pH 
del medio en que se lleva a cabo el tratamiento (Figura II.7 Panel B). 
En los apartados anteriores se confirmaba la interacción de HNE con el dominio de unión 
a nucleótido, sugiriendo nuestros resultados que esta interacción por si sola no era la 
responsable de las alteraciones funcionales descritas. Teniendo en cuenta este hecho, se 
propuso analizar el efecto que podría ejercer la presencia de Mg-ATP sobre la pérdida de grupos 
–SH, ya que 8 de las 22 Cys con capacidad para reaccionar con HNE se localizan en el dominio 
N. Para ello, los tratamientos con HNE se llevaron a cabo en presencia de Mg-ATP 4mM. Los 
resultados, mostrados en la el Panel C de la Figura II.7, ponen en evidencia un claro efecto 






























Figura II.7. Grupos SH residuales tras el tratamiento de RS con HNE: (A) Vesículas de RS (1mg/ml) fueron 
tratadas con HNE 500μM en Tes/Tris 50mM pH 7.4, KCl 100mM y Sacarosa 250mM a diferentes tiempos, siendo la 
temperatura de incubación 37ºC. La determinación de los grupos SH se realizó mediante el ensayo de reactividad 
con DTNB descrito en Materiales y Métodos, para ello las muestras fueron diluidas a 0.075mg/ml, que corresponde 
a 0.5μM de SERCA1a. La calibración interna del sistema se realizó mediante adiciones sucesivas, al final del 
ensayo, de 10μM GSH. (B) La determinación de los grupos sulfhidrilo de muestras tratadas con HNE 500μM se llevó 
a cabo bajo las mismas condiciones que en el apartado (A), variando el pH en que se dio el tratamiento: pH 7.4 
(círculo abierto) y pH 8.5 (triángulo invertido abierto). Así mismo se representan los resultados correspondientes a 
muestras control (tratadas con DMSO) a pH 7.4 y 8.5 (símbolos llenos, círculos y triángulos invertidos 
respectivamente). (C) Protección por Mg-ATP, la determinación de los grupos –SH se llevó a cabo en muestras que 
habían sido tratadas en las mismas condiciones que (B) (pH 7.4 y con la adición de EGTA 1mM) en ausencia 
(cuadrados) o presencia (triángulos) de Mg-ATP 4mM. Símbolos vacíos, muestras tratadas con 500μM de HNE.  En 
los paneles (B) y (C), la amplitud del cambio en la absorbancia del DTNB observada se transformó en moles de 
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una importante proporción de las Cys implicadas en la pérdida de funcionalidad de la enzima 
como consecuencia de los tratamientos con HNE podrían corresponder con alguna de las 8 Cys 
localizadas en el sitio de unión a nucleótido, no obstante, el que no se observe una protección al 
100% es indicio de que además de estas Cys, otras Cys localizadas fuera del dominio N también 
estarían jugando un importante papel en la pérdida de actividad ATPasa descrita. 
Al comparar los resultados mostrados en la Figura II.7 con los obtenidos para la 
inhibición de la máxima actividad ATPasa, se puede observar que el t1/2 para la pérdida de 
grupos SH (aproximadamente 3h) es significativamente mayor que la necesaria para que se 
produzca una inhibición del 50% de la actividad ATPasa en estas mismas condiciones (Figura 
II.1, t1/2=1h), lo cual es indicativo de la no existencia de algún grupo –SH crítico en la cinética de 
inhibición. 
II.6. INTERACCIÓN DE HNE CON LAS LYS515 Y LYS492 LOCALIZADAS EN EL 
DOMINIO DE UNIÓN A NUCLEÓTIDO  
Las lisinas son otros de los aminoácidos por los que HNE presenta gran afinidad, en este 
caso la reacción se establece principalmente mediante formación de Bases de Schiff. Por este 
motivo, y tras haber demostrado la modificación de numerosos residuos de Cys por HNE, se 
valoró si HNE interaccionaba con Lys, concretamente se analizaron dos residuos localizados en  
las posiciones 492 y 515, ambos pertenecientes al dominio N de unión a nucleótido, los cuales 
reaccionan específicamente con PLP (Yamagata et al., 1993) y FITC (Champeil et al., 2001) 
respectivamente.  
En primer lugar, siguiendo el protocolo descrito por Yamagata et al. (1993) para el 
marcaje de RS con PLP  se analizó si en las vesículas de RS (2mg/ml) previamente tratadas con 
HNE 500μM durante 3h a 37ºC presentaban un nivel de marcaje inferior al de vesículas control. 
El nivel de marcaje por PLP se estimó midiendo el espectro de absorción a 325nm, longitud de 
onda a la que absorbe el PLP, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla II.I, donde no se 
observan diferencias significativas entre el nivel de marcaje de muestras control y tratadas con 
HNE 500μM, tanto si el marcaje con PLP se ha realizado durante 6 ó 60min. En estas 
condiciones, la actividad de hidrólisis de ATP se reduce un 70%. Estos resultados permiten 




TABLA II.1. Marcaje de vesículas de RS  control y tratadas con PLP: RS 2mg/ml se incubó durante 3h a 37ºC en 
tampón Mops/NaOH 50mM pH 7.0, MgCl2 5mM, EGTA 1mM, KCl 100mM y Sacarosa 100mM en presencia o 
ausencia de HNE 500μM. Finalizadas las 3h se marcaron las muestras con PLP 2mM durante 6 ó 60min, tal y como 
se describe en Materiales y Métodos. La determinación del nivel de marcaje se llevó a cabo 
espectrofotométricamente midiendo la densidad óptica a 325nm. Antes de marcar con PLP se midió la actividad 
ATPasa siguiendo el protocolo descrito en Materiales y Métodos.  
 6 minutos PLP 60 minutos PLP 
Máxima Actividad ATPasa 
residual 
(μmol.min-1.mg-1) 
Control 3.905 ± 0.46 4.22 ± 0.52 2.4 
500μM HNE 3.31 ± 0.328 5.05 ± 0.87 0.7 
 
 
En lo referente a la interacción de HNE con la Lys515 se empleó para medir el nivel de 
marcaje de la proteína tratada o no con HNE 500μM uno de los compuestos fluorescentes más 
ampliamente utilizados como marcador del sitio de unión a nucleótido de la SERCA, este es el 
isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Champeil et al., 2001; Henao et al., 2001). El marcaje con 
esta sonda se produce de manera específica en la Lys-515 (Mitchinson et al., 1982), y como 
resultado del mismo,  queda impedida la fosforilación de la enzima por ATP, sin embargo, se 
puede producir fosforilación por fosfato inorgánico y captura de Ca2+ con acetil-P como sustrato 
(Pick y Bassilian, 1981; Salvador, J., 1993).   
 
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura II.8, en la que se observa una 
disminución significativa del pico de absorbancia del FITC a 492nm tras el tratamiento con HNE 
500μM a pH 8.0, tanto a 50min (54% de marcaje) como transcurridas dos horas del mismo (30% 
de marcaje). En estas condiciones de tratamiento, la actividad ATPasa residual es de 10 y 1% 
respectivamente. A la vista de estos resultados, queda claro que HNE reacciona con la Lys515 y 
que ésta es la causa por la cual tras el tratamiento de 2h con HNE 500μM la capacidad de la 
proteína para unir ATP se ve mermada (Figura II.5). La Figura II.8 (B) muestra la coincidencia de 
los resultados de marcaje con FITC con los  del apartado II.4, en los que se muestra una 
disminución en la intensidad del cambio de fluorescencia intrínseca inducido por MgATP en las 
muestras tratadas con HNE (Figura II.6), de modo que se corrobora la incapacidad de la enzima 
para unir MgATP tras el tratamiento con HNE. No obstante podemos concluir que en la marcada 
incapacidad de hidrolizar de ATP tras el tratamiento con HNE, no sólo entra en juego la dificultad 
del nucleótido para acceder al sitio catalítico de la enzima, ya que además de la diferencias en la 
  
128 Capítulo II: Desregulación por HNE del transporte de Ca2+. Estudio en un sistema modelo   
velocidad de inhibición mostradas en la Figura II.3 (la pérdida de la actividad ATPasa es 
significativamente mayor que la incapacidad de unir ATP), los experimentos de competición con 
FITC y los cambios de fluorescencia intrínseca han demostrado que bajo condiciones en las que 
el marcaje por FITC y el cambio de fluorescencia se reducen un 70% respecto al control, la 



















Figura II.8. Marcaje con FITC de la Lys515 localizada en el dominio de unión a nucleótido (N), tras el 
tratamiento de RS con HNE: Vesículas de RS (1mg/ml) fueron tratadas con HNE 500μM en Tricina/Tris 10mM pH 
8.0, Mg2+ 1mM y Ca2+ 10μM a diferentes tiempos de incubación (…..50min; -----120min), siendo la temperatura de 
incubación 37ºC. Transcurrido el tiempo de incubación, se procedió a la realización de un marcaje con FITC 8μM 
como se describe en Materiales y Métodos. (A) El análisis de las muestras se realizó espectrofotométricamente, 
midiendo el espectro de absorción (250-550nm). El porcentaje de marcaje con FITC se estimó teniendo en cuenta la 
absorbancia a 492nm. Los valores de cantidad de FITC unido/mol SERCA1a fueron 6.7±0.7 en el control y 3.6±0.4 
y 2.0±0.3 en las muestras tratadas con HNE 0.5mM durante 50 y 180min respectivamente (B) Comparación datos 
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II.7. EFECTO DEL TRATAMIENTO CONJUNTO CON HNE Y MgATP 
En apartados anteriores se ha puesto de manifiesto que la unión de MgATP a la 
SERCA1a se ve alterada por la acción de HNE, de modo que se plantea la hipótesis de que tras 
tratamiento conjunto con HNE y MgATP, se observe un efecto protector por parte de MgATP. 
Para demostrarlo, lo primero que se llevaron a cabo fueron medidas de actividad 
ATPasa, para lo cual las vesículas de RS se tratan con HNE 300μM durante 1h en presencia de 
diferentes concentraciones de MgATP. Los resultados se muestran en la Figura II.9, en la que se 
observa una gran protección de  la SERCA1a por Mg2+-ATP frente a la inhibición inducida por 
HNE. Teniendo en cuenta que MgATP presenta una elevada afinidad de unión por el dominio N 
de la enzima (Toyoshima et al., 2000), estos resultados indican que la protección observada se 
debe a que el nucleótido se une con más afinidad que HNE al dominio N, impidiendo que HNE 














Figura II.9. Protección de la SERCA por Mg2+-ATP frente a la inhibición inducida por HNE: Vesículas de RS    
(1mg/ml) fueron incubadas a 37ºC en tampón Mops-Tris 200mM pH 7.4, EGTA 2mM, Mg2+ 5mM durante 30min con 
300μM de HNE (O) en  presencia de varias concentraciones de Mg2+-ATP. Los triángulos corresponden a los 
controles realizados en ausencia de HNE. Posteriormente se determina la actividad ATPasa a 25ºC usando 10μg/ml 
de proteína siguiendo el protocolo descrito en el apartado Materiales y Métodos.    
De la gráfica mostrada en la Figura II.9, se extrae también que a concentraciones elevas 
de MgATP la protección no llega a ser del 100% y se observa una pequeña inhibición (15-20%) 
de la actividad enzimática, este hecho parece deberse que HNE ataque otros sitios 
fundamentales para la funcionalidad de la enzima, los cuales no quedan protegidos por la unión 
de MgATP al dominio N.  
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II.8.  ANÁLISIS DE LOS FRAGMENTOS TRÍPTICOS DE RS TRAS EL TRATAMIENTO 
CON HNE MEDIANTE ESPECTROMETRÍA DE MASAS (MALDI-TOF)  
Tras haber demostrado en el apartado II.5 que HNE interacciona con numerosos 
residuos de Cys y con la Lys515 (ver apartado II.6) nos propusimos determinar con mayor 
precisión cuales eran los residuos de la SERCA1a con los que HNE estaba reaccionando, para 
ello se empleó la espectrometría de masas, concretamente la técnica de MALDI-TOF.  
En primer lugar, y tras haber tratado las muestras de RS con HNE 500μM (2h), se paró 
la reacción mediante la adición de NaBH4 y tras purificar la SERCA1a por electroforesis en gel 
de acrilamida, se le sometió a procesos de reducción y alquilación con iodoacetamida y 
finalmente se le practicó una digestión tríptica. Los espectros de masa de los fragmentos trípticos 
fueron obtenidos utilizando HCCA (ácido α-ciano-4-hidroxicinámico) como matriz para la 
desorción/ionización de los péptidos. A pesar de poder detectar un elevado número de 
fragmentos o péptidos que abarcaban el 45% de la secuencia, no se encontraron diferencias 
significativas entre la muestra control y la tratada. Esto podía explicarse por la naturaleza 
hidrofóbica de los péptidos derivatizados por HNE, lo cual, impide que se produzca la desorción 
de los mismos bajo estas condiciones (Resultados no  mostrados). 
A la vista de los resultados anteriores y teniendo en cuenta lo descrito por Fenaille et al. 
(2004) se decidió emplear DNPH (2,4-dinitrofenilhidacina) para derivatizar los residuos de la 
proteína modificados por HNE y también como matriz, de esta manera se favorece el 
rendimiento de desorción/ionización de los péptidos derivatizados con HNE-DNPH. En este caso, 
el porcentaje de la secuencia detectada en el espectro control fue significativamente inferior 
(15%) en comparación con el rango de detección empleando HCCA como matriz (45%). No 
obstante, tras el tratamiento de la SERCA1a con HNE se identificaron claramente un total de 7 
nuevos picos correspondientes a péptidos modificados por HNE-DNPH (véase Figura II.10 y 
Tabla II.2), los cuales contienen una o dos cisteínas, pero con sólo una Cys derivatizada por 
HNE. Con esta aproximación hemos encontrado las siguientes Cys modificadas por HNE: C471, 
C525, C561, C614, C636, C670 y una de las dos cisteínas consecutivas C674/C675, no 













Figura II.10. Espectro de MALDI-TOF de los fragmentos trípticos de SERCA1a control y tratada con HNE 
500μM: RS 1mg/ml se incubó durante 2h a 37ºC en tampón Tes/Tris 50mM pH 7.4, EGTA 1mM, KCl 100mM y 
Sacarosa 250mM en presencia o ausencia de HNE 500μM. Transcurrido el tiempo de incubación, se tomaron 160μl 
de cada muestra y se incubaron con DNPH 1mg/ml a pH 8.0 durante 30min, en presencia de 0.1% SDS para facilitar 
la reacción. A continuación las muestras fueron diluidas, centrifugadas, resuspendidas (en 80μl) y separadas por 
SDS-PAGE. La banda correspondiente a SERCA1a se cortó y procesó para ser sometida a ensayo MALDI-TOF (ver 
Materiales y Métodos) utilizando como matriz DNPH. Los picos marcados en color magenta corresponden a 
fragmentos trípticos carentes de modificación. En color verde se han marcado los péptidos que contienen Cys 
carbamidometiladas (CAM) por iodoacetamida, lo cual ocasiona un incremento de masa de 57.0Da. Con un 
cuadrado naranja se han marcado los péptidos que contienen una Cys derivatizada con HNE y DNPH en los 
cuales el incremento en la masa es de 336.1Da (156.1Da por HNE y 180.0Da por DNPH).  
Se puede observar en la Figura II.10, como todos los péptidos que contienen cisteínas 
modificadas por HNE, también se observan en la forma Cys-CAM, es decir han sido reducidas y 
alquiladas por iodoacetamida (excepto el péptido que contiene la Cys670 -m/z 435,2-, cuya masa 
es menor que el límite inferior de detección del aparato). Estos péptidos con Cys-CAM se 
observan tanto en el espectro de la muestra control como en el del tratamiento con HNE 500μM, 
lo cual implica que la modificación de estas cisteínas por HNE es parcial. Además tampoco se 
puede excluir que haya más péptidos modificados por HNE que permanezcan sin detectar, bien 
por ser demasiado grandes o pequeños, de modo que se escapan de los límites de detección del 
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TABLA II.2. Identificación de los péptidos trípticos de SERCA1a modificados por HNE mediante MS-MALDI-
TOF: Las masas teóricas se corresponden con las masas de los péptidos sin ninguna modificación. Cuando los 
péptidos llevan una Cys derivatizada con HNE y DNPH, se espera un incremento en la masa de 336.1Da (156.1Da 
por HNE y 180.0Da por DNPH). En el caso de las Cys que no han reaccionado con HNE pero fueron 
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C674 o C675 
Este conjunto de resultados nos lleva a concluir que la reacción de HNE con la 
SERCA1a no se produce en una única diana, sino en varias. Por otro lado, y teniendo en cuenta 
que en nuestros resultados, la inhibición del transporte de Ca2+ es mayor que la inhibición de la 
hidrólisis de ATP, se decidió estudiar si HNE alteraba la dinámica del ión Ca2+  en las 
membranas de RS. 
II.9.  INCREMENTO DE LA PERMEABILIDAD PASIVA A Ca2+ EN VESÍCULAS DE RS 
TRATADAS CON HNE 
En el apartado II.1 de este capítulo, concretamente en la Figura II.2, se demuestra que el 
tratamiento con HNE 500μM, estimula ligeramente la actividad ATPasa en ausencia de ionóforo 
(actividad acoplada) al comienzo del mismo. Este efecto se puede observar con más detalle en 
la Figura II.11, en la que se muestran los registros de las medidas espectrofotométricas de la 
actividad ATPasa mediante el ensayo de las enzimas acopladas. Si se analizan con detenimiento 
las representaciones cinéticas obtenidas al medir la actividad ATPasa, se puede observar 
(Figura II.11(A)) que al inicio del tratamiento con HNE la adición de ionóforo (A23187) estimula la 
tasa de hidrólisis de ATP, como queda patente con el incremento de la pendiente tras adicionar 
A23187 respecto a la pendiente registrada antes de esta adición, la cual corresponde con la 
actividad acoplada. El que la hidrólisis de ATP tras la adición de las vesículas al medio de 
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ensayo sea baja es debido a que la enzima tiene un sistema de regulación interno, mediante el 
cual, el incremento de la concentración de Ca2+ luminal actúa inhibiendo a la enzima de modo 
que la tasa de hidrólisis de ATP se reduce.  Esta inhibición intrínseca desaparece en el momento 
en que se adiciona ionóforo a la cubeta de ensayo, el cual tiene la capacidad de generar poros 
en la membrana, permitiendo la salida del Ca2+ que estaba colapsando el lumen. Con esta salida 
de Ca2+ del retículo, la bomba es capaz de funcionar a su velocidad máxima, a esta actividad 






Figura II.11. Medidas de la actividad ATPasa (consumo de NADH asociado a la actividad ATPasa mediante el 
ensayo de enzimas acopladas PK/LDH) tras diferentes tiempos de tratamiento con HNE 0.5mM: vesículas de 
RS a una concentración de 1mg/ml fueron tratadas con HNE 500μM a 37ºC en KCl 100mM, Sacarosa 250mM y 
Tes-Tris 50mM pH 7.4. La actividad ATPasa residual se midió mediante el ensayo de enzimas acopladas detallado 
en Materiales y Métodos, tomando un volumen de la muestra y diluyéndolo 200 veces en un medio de ensayo sin 
detergente. Tras registrar durante un tiempo la pérdida de DO a 340nm, se añadió el ionóforo A23187 a una 
concentración de 1μg/ml, y a continuación, tras otro breve registro se añade 1mg/ml de detergente C12E8. 
Finalmente se añadió EGTA 2mM para estimar las actividades ATPasas independientes de Ca2+. 
Comparando los trazos de la Figura II.11 (A) con la (B), se puede deducir que tras 1h 
30min de tratamiento la diferencia entre ambas pendientes (actividad acoplada y desacoplada), 
aunque sigue siendo evidente, es mucho menor que al comienzo del tratamiento. Si se cuantifica 
el porcentaje de activación acontecido tras la adición del ionóforo, lo cual se puede hacer 
calculando el ratio entre la actividad desacoplada y la acoplada, se comprueba que tras el 
tratamiento de 1h30 min la activación de la actividad observada es 3 veces menor que en el 
control (se pasa de un Ratio (Act. Desacoplada/Act. Acoplada) de 6.5 a 2). En el caso del 
tratamiento de 3h con HNE 500μM (C), ya no se observa diferencia entre ambas pendientes, lo 
cual se debe a que el ionóforo ha perdido su capacidad para estimular la actividad ATPasa, si se 
comparan estos datos con el control, la capacidad del ionóforo para estimular la actividad 
ATPasa es 6 veces menor. A pesar de la inhibición observada en la capacidad de la SERCA1a 
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para hidrolizar ATP como resultado de la incubación con HNE (y por consiguiente para el 
transporte unidireccional de Ca2+) la SERCA1a debería de tener capacidad para crear un 
gradiente significativo de Ca2+, tal y como se ha demostrado que ocurre en el caso de sustratos 
con baja eficiencia como GTP, ITP, aceltilfosfato o p-nitrofenilfosfato, los cuales son capaces de 
inducir la acumulación de Ca2+. Estos resultados sugieren que el tratamiento con HNE ha 
ocasionado un incremento de la permeabilidad pasiva del Ca2+.  
Con el fin de confirmar lo observado en el análisis de las medias de actividad ATPasa 
acopada tras el tratamiento con HNE se procedió a medir la permeabilidad pasiva a Ca2+ en 
vesículas control y tratadas con HNE, las cuales fueron cargadas de manera pasiva con Ca2+ 
mediante equilibrio simple en un medio con 2mM 45Ca2+. La carga de las vesículas requiere 







Figura II.12. Incremento de la permeabilidad pasiva a Ca2+ en vesículas de RS tratadas con HNE. Eflujo 
pasivo de 45Ca2+ de vesículas control y tratadas con HNE 0.5mM: Vesículas de RS 1mg/ml control o tratadas con 
HNE 500μM (2h, 37ºC) en medio KCl 100mM, Sacarosa 250mM y Tes-Tris 50mM pH 7.4 fueron cargadas con 
45Ca2+ toda la noche a 4ºC. A la mañana siguiente se midió el eflujo pasivo de 45Ca2+ en un medio que contenía 
EGTA, tal y como está descrito en el apartado Materiales y Métodos. Los círculos abiertos corresponden a muestras 
control; los triángulos abiertos a RS tratado con HNE 0.5mM y los círculos rellenos corresponden a vesículas control 
a las que se les ha añadido 20μg/ml de ionóforo justo antes de diluirlas en el medio de liberación de Ca2+. 
Tras llevar a cabo la carga pasiva de las vesículas con 45Ca2+, las muestras fueron 
diluidas en un medio con EGTA a 20ºC, filtrándose tras varios periodos para medir la liberación 
pasiva de 45Ca2+ del interior de las vesículas (eflujo). El resultado se muestra en la Figura II.12, 
donde se observa como la salida de Ca2+ en vesículas tratadas con HNE ocurre más rápido (en 
segundos)  que en vesículas control (6minutos). También se muestra en esta figura, como la 
SR + A23187 
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permeabilidad a Ca2+ se ve favorecida tras el tratamiento con HNE respecto a vesículas control a 
las que se les ha adicionado deliberadamente una pequeña concentración de ionóforo. 
II.10.  ALTERACIÓN DE LA ACTIVIDAD ATPASA Y DE LA CAPACIDAD ‘EFECTIVA’ 
DE SECUESTRAR CALCIO DE LAS VESÍCULAS DE RS TRATADAS CON 
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE HNE 
En la Figura II.4 (C) hemos mostrado que la capacidad de las vesículas para acumular 
45Ca2+ se pierde con mayor rapidez que la capacidad de hidrólisis de ATP. Este hecho, además 
de deberse a que la permeabilidad pasiva de las vesículas de RS se incrementa tras el 
tratamiento con HNE, puede estar influenciado por el protocolo usado en las medidas de 
acumulación de 45Ca2+, el cual incluye un lavado de las vesículas adheridas al filtro tras ser 
cargadas con 45Ca2+, lo cual implica que una parte del 45Ca2+ incorporado a las vesículas puede 
ser liberado durante el proceso de lavado. Por ello se planteó la cuestión de realizar las medidas 
de incorporación de 45Ca2+ en las vesículas tratadas con HNE, utilizando un protocolo en el que 
se prescinde del lavado para evitar posibles efectos colaterales. Así mismo, se midió la actividad 
ATPasa residual, tanto en ausencia como en presencia de ionóforo o detergente. Estos ensayos 
se realizaron tras la incubación del RS durante 2h con diferentes concentraciones de HNE. 
En el nuevo protocolo, se conservó el paso de filtración, pero esta vez no se realizó 
ningún lavado. Se tuvo que emplear el protocolo de doble marcaje usado para medir el 45Ca2+ 
unido a la SERCA1a, pero en este caso no sólo se midió la cantidad de 45Ca2+ retenido en 
ausencia de ATP (con vesículas cargadas y retenidas en filtro de celulosa y lavadas solamente 
con 45Ca2+) sino también la cantidad de 45Ca2+ acumulado como consecuencia de la presencia de 
ATP (perfundiendo las vesículas adsorbidas al filtro de nitrocelulosa con 45Ca2+ y ATP). De estos 
resultados se extrae la verdadera capacidad de las vesículas para acumular Ca2+. 
Los resultados se muestran en la Figura II.13(A), en la que se observa que tras incubar 
las vesículas durante 2h con la mayor concentración de HNE empleada (500μM), la capacidad 
de secuestrar 45Ca2+ es muy baja (cículos rellenos). De acuerdo con los resultados  de la Figura 
II.4, en la que se emplea un protocolo menos elaborado, que incluye un paso de lavado, esta 
capacidad de las vesículas para secuestrar Ca2+ en estado estacionario es también más sensible 
al efecto de HNE que la actividad ATPasa. Esto se puede observar en la Figura II.14(A), 
comparando los círculos rellenos (capacidad de incorporación de Ca2+) con los triángulos 
rellenos (Actividad ATPasa sin ionóforo o detergente). 
  
















Figura II.13. Actividad ATPasa con o sin ionóforo (o detergente) y alteración de la capacidad de acumular 
Ca2+ de las vesículas (ensayado mediante filtración sin lavado) tras el tratamiento del RS con diferentes 
concentraciones de HNE: Vesículas de RS (1mg/ml) fueron tratadas con diferentes concentraciones de HNE en 
Tes/Tris 50mM pH 7.4, KCl 100mM y Sacarosa 250mM durante 2h a 37ºC. (A) La actividad ATPasa residual se 
ensayó en ausencia (triángulos vacíos) o presencia de ionóforo (triángulos punteados), o en presencia de ionóforo y 
detergente (triángulos rellenos) tal y como se describe en Materiales y Métodos. Estas mismas muestras se 
sometieron al ensayo de filtración sin lavado (Materiales y Métodos) para determinar la “efectiva” acumulación de 
Ca2+ en estado estacionario (círculos rellenos), que se tomó como el incremento dependiente de ATP, así como la 
unión de Ca2+ en ausencia de ATP (círculos vacíos) y la “unión de 45Ca2+ (unión+consumo) tras 3min de incubación 
en presencia de 1mM de ATP (bajo condiciones de máxima carga (Fig. II.4B)) (diamantes). (B) Trazas típicas para 
la medida de actividad ATPasa tras 2h de incubación con varias concentraciones de HNE. 
De la Figura II.13 (A) también se extrae que la capacidad de las vesículas para acumular 
Ca2+ en estado estacionario (círculos rellenos), se ve afectada a bajas concentraciones de HNE 
que están en el rango de 10-20μM. Medidas de la actividad ATPasa realizadas en paralelo, 




























































































































muestran que la actividad ATPasa medida en ausencia de ionóforo incrementa a bajas 
concentraciones de HNE (triángulos vacíos en panel A). De este modo, se concluye que la 
permeabilidad pasiva de las vesículas de RS tratadas con HNE no sólo se incrementa como 
consecuencia del prolongado tiempo de incubación a 37ºC, sino también por la exposición a 
HNE, incluso a concentraciones más bajas que las que inhiben la máxima actividad ATPasa de 
SERCA1a. El panel B muestra los trazos típicos obtenidos de las medidas espectrofotométricas 
de la actividad ATPasa. Tal y como se explicó en el apartado  anterior, se demuestra que las 
pendientes obtenidas antes y después de la adición de ionóforo se igualan a medida que se 
incrementa la concentración de HNE del tratamiento. 
II.11. PARTICIÓN DE HNE ENTRE LA MEMBRANA Y LA FASE ACUOSA 
Tras demostrar que el tratamiento con HNE incrementa la permeabilidad pasiva de las 
vesículas de RS, se planteó la cuestión de que este efecto estuviese mediado por una 
modificación de las proteínas de membrana o bien a través de una alteración en las propiedades 
de la bicapa lipídica de las vesículas.  
La resolución de esta cuestión se abordó, en primer lugar, analizando la distribución de 
HNE entre la fase acuosa y la membrana lipídica, para ello se incubaron tres concentraciones de 
vesículas de RS (0.1, 1 y 5mg/ml) con diferentes concentraciones de HNE.  
El coeficiente de partición de HNE se determinó según habían descrito previamente en 
de Foresta et al. (1990). En primer lugar se representaron las curvas de inhibición de la actividad 
ATPasa de las tres concentraciones de vesículas de RS seleccionadas (0.1, 1 y 5mg/ml) en 
función de la concentración de HNE total presente en el medio de incubación (Figura II.14 (A)). 
Mediante extrapolación al eje de abscisas, se determinaron las concentraciones de HNE total 
necesarias para causar un determinado porcentaje de inhibición en cada una de las condiciones 
representadas. Con estos datos se representó el Panel B, en el que se muestra la cantidad de 
HNE total necesaria para provocar una determinada inhibición de la actividad ATPasa en cada 
una de las condiciones (concentración de RS). Finalmente, y a partir de las ecuaciones de las 
rectas del Panel B, se representa la concentración de HNE libre (correspondiente al punto de 
intersección con el eje Y, en el cual la concentración de proteína es 0) frente a la concentración 
de HNE unido por mg de proteína (valores extraídos de las pendientes de las rectas del panel B), 
esta representación se llevan a cabo en el Panel C, de cuya recta final se extrae la pendiente de 
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la recta que corresponde con el coeficiente de partición K, que tiene un valor de 0.77(mg/ml)-1 y 












Figura II.14. Cálculo del coeficiente de partición de HNE entre la fase acuosa y la membrana del RS deducido 
a partir de la inhibición de la actividad ATPasa por HNE en muestras con diferentes concentraciones de 
proteína: (A) Inhibición de la actividad ATPasa en función de la concentración de HNE para tres concentraciones de 
RS (0.1mg/ml: diamantes; 1mg/ml: círculos abiertos y 5mg/ml: cuadrados abiertos). El tratamiento de las vesículas 
de RS con las diferentes concentraciones de HNE se llevó a cabo durante 1h en medio Tes/Tris 50mM pH 7.4, KCl 
100mM y Sacarosa 250mM. La actividad ATPasa se determinó siguiendo el protocolo descrito en Materiales y 
Métodos. (B) Análisis de los datos del Panel A tomando las concentraciones de HNE total para las cuales se 
producen inhibiciones del 10% (círculo relleno), 25% (círculo vacío) y 35% (círculo punteado) y 70% (círculo con 
cruz). (C) Recta obtenida tras representar tomando los datos del Panel B la concentración de HNE unido a 
membrana (pendientes de las rectas del Panel B) frente a la concentración de HNE libre en fase acuosa (puntos de 
corte de las rectas del Panel B con el eje de ordenadas). 
Como cabe esperar en el caso de los compuestos anfifílicos (de Foresta et al., 1990; Lax 
et al., 2002), la capacidad de HNE para afectar la actividad ATPasa depende de la concentración 
de membrana, esta conclusión se extrae del panel A de Figura II.14, donde se observa el mismo 
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efecto (70% inhibición) en el caso del tratamiento de RS 1mg/ml con 500μM de HNE que cuando   
se trata 0.1mg/ml de vesículas con 300μM HNE. Empleando el coeficiente de partición se 
demuestra que en ambas condiciones, la concentración de HNE en fase acuosa (HNE libre) está 
en torno a 280μM, por lo tanto se encuentran HNE 220μM en la fase lipídica de la muestra que 
contiene 1mg/ml de proteína y 20μM HNE en la de 0.1mg/ml. Si la cantidad de HNE presente en 
la fase lipídica se refiere a la cantidad de proteína presente en la muestra, habrá en ambos 
casos alrededor de 220μmoles HNE/g RS o lo que es lo mismo 0.03g HNE/g RS, lo cual es una 
cantidad pequeña (0.06g HNE/g lípidos) pero significante comparada con el contenido de lípidos 
de estas membranas (la cual es aproximadamente 0.5g lípidos/g RS). 
Similares resultados hemos encontrado cuando se llevaron a cabo medidas de la 
actividad ATPasa de muestras de RS 0.1mg/ml tratadas con HNE 200μM durante 2h en 
ausencia o presencia de 1mg/ml de fosfatidilcolina exógena. El resultado de este experimento 
complementario, mostrado en la Figura II.15, permitió concluir que la concentración de lípidos 
presente en la muestra ejerce un efecto protector frente a la acción de HNE sobre la SERCA1a, 
ya que dada la naturaleza lipofílica de HNE, éste se incorpora a los lípidos de la membrana, 
disminuyendo de este modo la concentración de HNE en la fase acuosa. 
 
  
   
 
 
Figura II.15. Efecto de la presencia de lípidos exógenos (fosfatidilcolina 1mg/ml) durante el  tratamiento con 
HNE en la máxima actividad ATPasa: Vesículas de RS (0.1mg/ml proteína; 0.05mg/ml lípidos) fueron incubadas 
con HNE 200μM durante 2h en medio Tes/Tris 50mM pH 7.4, KCl 10mM y Sacarosa 250mM, tanto en ausencia 
como en presencia de 1mg/ml fosfatidilserina (de yema de huevo de pollo, Fluka), la cual se rehidrató a una 
concentración de 3mg/ml in Mops 20mM pH 7, KCl 80mM y MgCl2 5mM, siendo necesario el empleo de vortex y 
sonicación (en hielo) para la obtención de vesículas unilamelares. La actividad ATPasa se determinó siguiendo el 
protocolo descrito en Materiales y Métodos. En el diagrama de barras se representan en color blanco los 
tratamientos control (DMSO) y en negro los tratados con HNE.  
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II.12. EFECTO DE HNE SOBRE LAS PROPIEDADES DE FLUIDEZ Y 
PERMEABILIDAD DE LAS MEMBRANAS DE RS 
Dado nuestros resultados en los que encontramos que el tratamiento de las membranas 
de RS aumenta la permeabilidad pasiva a Ca2+, hemos estudiado si este efecto era la 
consecuencia de una interacción directa de HNE con los lípidos de membrana, afectando las 
propiedades de la bicapa lipídica.  
En primer lugar se analizó la fluidez de la bicapa en vesículas control y tratadas con 
HNE, para ello se empleó la técnica de polarización de fluorescencia, utilizando las sondas 
fluorescentes 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) y 4’-(trimetilamonio)difenilhexatrieno p-
toluensulfonato (TMA-DPH), las cuales se diferencian en que la primera permanece en la zona 
interior de la bicapa y la segunda (derivado catiónico de DPH) se localiza en la interfase lípido-
agua (Kadoya et al., 2003).  Los resultados obtenidos, mostrados en la Tabla II.3 revelan que no 
se producen diferencias en la polarización de la membrana ni en la anisotropía tras el tratamiento 
del RS 1mg/ml durante 30min con HNE 500μM, condiciones en las que la máxima actividad 
ATPasa se ve reducida un 70% respecto al control. Este dato está sugiriendo que la inhibición de 
la actividad ATPasa por acción de HNE no se debe a cambios en la dinámica de los lípidos de la 
membrana. 
TABLA II.3. Fluidez de la membrana del RS tras el tratamiento con HNE (o etanol), determinada mediante las 
medidas de polarización y anisotropía de las sondas fluorescentes DPH y TMA-DPH: Vesículas de RS 
(1mg/m) fueron incubadas con HNE 500μM o EtOH (vehículo de HNE en este experimento particular) durante 30min 
en medio Mops/Tris 200mM pH 7.4, EGTA 2mM y MgCl2 5mM. Transcurrido el tiempo de tratamiento las muestras 
se diluyeron a 0.2mg/ml en el mismo tampón a 25ºC y se incubaron con las sondas fluorescentes (0.6μg/ml DPH 
durante 90min ó 0.12μg/ml TMA-DPH durante 15min). Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo empleando 
espectrofluorímetro equipado con polarizadores, siendo las longitudes de onda de excitación y emisión 360 y 430nm 
respectivamente.  
Sonda Tratamiento Polarización Anisotropía 
DPH 
Control(+EtOH) 0,208±0,006 0,149±0,003 
0.5mM HNE 0,215±0,009 0,159±0,005 
TMA-DPH 
Control(+EtOH) 0,336±0,002 0,252±0,001 




Tras descartar que HNE alterase la fluidez de la membrana, se pasó a determinar si el 
aldehído estaba perturbando la permeabilidad de la bicapa lipídica en estas membranas, siendo 
esta la causa de la incapacidad de las vesículas para acumular Ca2+ tras el tratamiento con HNE. 
Se planteó que el posible efecto sobre la permeabilidad de la membrana podía estar mediado 
por la incorporación de HNE en la bicapa o bien por la modificación química de la misma, por 
ejemplo mediante la interacción con el grupo amino de la fostatidiletanolamina presente en estas 
vesículas.  
Con tal propósito se prepararon liposomas de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, 
ambos de yema de huevo (pollo), con una relación 9/1 (p/p), siguiendo el protocolo descrito en 
Materiales y Métodos para dar lugar a la formación de LUVETs (Large Unilamellar Lípid Vesicles) 
y se cargaron con Ca2+ con la finalidad de medir el eflujo pasivo de Ca2+ en LUVETs control y 
tratados con HNE, tras dilución de los mismos en un medio sin Ca2+ que contenía quin2, 
quelante fluorescente de Ca2+ de alta afinidad, cuyos cambios en la intensidad de fluorescencia 
permiten monitorizar el eflujo de Ca2+ desde el interior de las vesículas al medio externo 
(Champeil et al., 1997). 
 Con la finalidad de poner a punto el ensayo, se midió en primer lugar el eflujo de Ca2+ de 
vesículas de RS cargadas de manera pasiva, y se comparó con los liposomas de PC/PE, 
observándose. Como cabía esperar, (Figura II.16) el eflujo de Ca2+ en los liposomas era mucho 
más lento que en las vesículas (véase trazos de la derecha en paneles A y B) (Duggan et al., 
1970). 
Para analizar si HNE ejercía efecto en la permeabilidad de los liposomas, se trataron los 
mismos con HNE 500μM (datos no mostrados) y 2mM (Figura II.17), midiendo la salida pasiva 
de Ca2+ con quin2 inmediatamente después de comenzar el tratamiento (Figura II.17 (A)) y tras 
2h de incubación a 37ºC (Figura II.17 (B)), no observando diferencias entre ambos ni respecto al 
ensayo control (Figura II.16 (A)) con ninguna de las dosis de HNE empleadas. Además, para 
corroborar que la permeabilidad de las LUVETs no se alteraba en presencia de HNE, se añadió 
ionóforo a la cubeta de ensayo tras registrar durante 10 min la permeabilidad pasiva de Ca2+, 
observándose que la presencia del ionóforo ocasionaba la liberación del Ca2+ acumulado en el 
interior de las vesículas de PC/PE. 
 
  










Figura II.16. Ensayo de permeabilidad pasiva en vesículas de RS y liposomas de PC/PE, empleando la sonda 
fluorescente sensible a Ca2+ quin2: A la cubeta de medida que contiene 2ml de tampón Tes/Tris 50mM pH 7.4, 
KCl 100mM, Sacarosa 250mM, Mg2+ 1mM (al igual que en los experimentos de eflujo de Ca2+) y quin2 50μM (20ºC) 
se le añaden 10μl de vesículas de RS o LUVETs de PC/PE (dilución 1:200) que han sido equilibrados previamente 
en un medio con Ca2+ 2mM ([Ca2+]final=10μM) (flechas llenas). En el caso del RS, la carga pasiva de 10mg/ml de 
vesículas se realizó mediante equilibrio a 4ºC durante toda la noche. Los liposomas de PC/PE a una concentración 
de 20mg/ml se formaron en presencia de Ca2+. Tras la adición de las muestras, se añadió 2μl de una solución 
1mg/ml en DMSO del ionóforo no fluorescente BrA23187 (flechas vacías), con la finalidad de liberar el Ca2+ acumulado 
en las vesículas. Calibraciones internas de los trazos fueron realizadas mediante adiciones sucesivas de 2μl de una 
solución Ca2+ 1mM (1μM por adición). 
En el Panel C de la Figura II.17 se muestra que cuando los liposomas de PC/PE son 
suplementados con el detergente no iónico C12E8 en un ratio peso/peso de 0.4-0.5mg 
detergente/mg lípidos, concentración a la cual el detergente no llega a solubilizar (Kragh-Hansen, 
1998) la membrana, pero sí incrementa la permeabilidad (Champeil et al., 1986). En este caso se 
demuestra que no hay Ca2+ en el interior de los liposomas porque se ha liberado al medio al 
permeabilizarse la membrana, y por tanto al añadir el ionóforo no se observa el incremento de 
señal consecuencia de la salida de Ca2+. 
Estos resultados demuestran que el incremento de permeabilidad por HNE de las 
vesículas de RS no se produce a través de un efecto en los fosfolípidos de la membrana sino 
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Figura II.17. Ensayo de permeabilidad pasiva en liposomas de PC/PE tras el tratamiento con HNE: Se 
prepararon LUVETs de PC/PE (9:1) a una concentración de 20mg lípidos totales/ml en el medio Tes/Tris 50mM pH 
7.4, KCl 100mM, Sacarosa 250mM suplementado con Ca2+ 2mM. En Paneles (A) y (B) se llevó a cabo un 
tratamiento con HNE 2mM, resuspendiéndose los LUVETs tratados con HNE (inmediatamente tras el tratamiento y 
tras 2h de incubación, respectivamente) en la cubeta de medida que contiene 2ml de tampón Tes/Tris 50mM pH 7.4, 
KCl 100mM, Sacarosa 250mM, Mg2+ 1mM y quin2 50μM (20ºC) (flechas largas con punta rellena). Rápidamente tras 
la adición de los liposomas, o tras pocos minutos en la cubeta de medida, se realizaron adiciones sucesivas de 2μl 
de ionóforo no fluorescente BrA23187 (1mg/ml), señalado mediante flechas vacías. La calibración interna del ensayo 
se realizó mediante unas adiciones seriadas de Ca2+ 1μM al final del experimento (denominado “calib”). El Panel (C) 
muestra el control, en el cual se llevó a cabo un experimento similar, donde la suspensión inicial de LUVETs fue 
suplementada con 0.4-0.5mg del detergente no iónico C12E8/mg lípidos en lugar de incubarse con HNE. Esta 
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II.13.  LA INMUNODETECCIÓN DE HNE REVELA QUE PROTEÍNAS DE 150-170KDA 
SON LAS PRINCIPALES DIANAS DE HNE EN LAS VESÍCULAS DE RS 
Teniendo en cuenta que los resultados anteriores apuntan a que la permeabilización de 
las vesículas de RS, tanto a concentraciones altas y bajas de HNE, parece ser debida al efecto 
de HNE sobre alguna de las proteínas de membrana, se procedió a determinar la cantidad de 
HNE que interaccionaba con las proteínas del RS bajo diferentes condiciones de tratamiento.  
Para ello, tras el tratamiento de las vesículas de RS con HNE, las proteínas se 
separaron mediante SDS-PAGE y fueron transferidas a una membrana de PVDF, donde se llevó 
a cabo la inmunodetección con un anticuerpo policlonal contra aductos HNE-proteína (Uchida et 
al., 1993), tal y como se describe en Materiales y Métodos. En la Figura II.18 se muestran las 
imágenes de los western blot, tras revelarlos con el sistema ECL plus o tinción con Coomassie 
blue. En función del método empleado para el revelado, la cantidad de proteína que se cargó fue 
diferente, siendo en determinados experimentos 10 veces mayor para la tinción con Coomassie 
blue. En ambos casos las muestras  fueron las mismas. 
En la Figura II.18 (A), las calles 4-7 están cargadas con idéntica cantidad de proteína 
tratada con concentraciones crecientes de HNE que van de 50-500μM. Por el contrario, las 
calles 7-9 se han cargado con la misma muestra (RS tratado con HNE 500μM) pero la cantidad 
de proteína en cada una de las calles es diferente, siguiendo un orden decreciente, se han 
cargado 0.3, 0.1 y 0.03μg respectivamente. A simple vista se puede observar que las muestras 
tratadas con baja concentración de HNE tienen muy poca cantidad de HNE unido a la SERCA1a, 
esto es muy evidente si se compara la calle 4 con la 7, donde se observa que en la calle 7 la 
concentración de HNE empleada en el tratamiento es 10 veces mayor que en la 4, y el nivel de 
marcaje no cumple esta proporción. Esta observación también se demuestra comparando la 
calle 9 con la 4, en la primera, la dosis de HNE es 10 veces mayor que en la segunda, pero la 
cantidad de proteína cargada es 10 veces menor, y se observa que la cantidad de HNE unido a 

















Figura II.18.  Inmunodetección de HNE unido a RS y tinción con Coomassie Blue: Vesículas de RS 1mg/ml 
fueron tratadas con diferentes concentraciones de HNE en medio Tes/Tris 50mM pH 7.4, KCl 100mM y Sacarosa 
250mM a 37ºC. A continuación las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida (8%), siendo la cantidad de 
muestra cargada (indicada en la figura) 10 veces mayor en los geles destinados a tinción con Coomassie Blue. Tras 
la electroforesis las proteínas se transfieren a membrana de PVDF sobre la cual se lleva a cabo la inmunodetección 
con anti-HNE (A y B) y la tinción con Coomassie Blue (C y D). Los protocolos empleados se describen con detalle 
en el apartado Materiales y Métodos (A) Las calles 2 y 10 se cargaron con los marcadores de pesos moleculares; la 
carga de las calles 3-7 se realizó con 0.3μg de RS tratado con 0, 50, 100, 200 y 500μM HNE respectivamente; 0.1 y 
0.03μg de las muestras de RS tratadas con HNE 500μM fueron cargadas en las calles 8 y 9 respectivamente; en la 
calle 1 se cargaron 2.4μg de RS control. (B) La calle 7 se cargó con los marcadores de pesos moleculares; la calle 6 
se cargó con 0.03μg de RS tratado con 500μM HNE; la calle 5 con 0.1μg de RS tratadas con HNE 200μM;   la calle 
4 con 0.3μg de RS tratadas con HNE 100μM; la calle 3 con 1μg de RS tratadas con HNE 50μM; la calle 2 con 3μg 
de RS tratadas con HNE 20μM y la 1 se cargó con 3μg de HNE control. (C) Las muestras cargadas son las mismas 
que en (A), pero la cantidad de proteína es 10 veces mayor, es decir 24μg de RS en la calle 1; 3μg de RS en las 
calles 3-7; 1μg de RS en la calle 8 y 0.3μg de RS en las calles 9. (D) Las muestras cargadas son las mismas que en 
(B). 
Teniendo cuenta este hecho y sabiendo que tras 2h de tratamiento con HNE 500μM a 
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SERCA1a, a lo cual se le puede sumar que haya también aductos de His-HNE y Lys-HNE, cuyo 
número se desconoce, se concluye que cuando el tratamiento de las vesículas se lleva a cabo 
con HNE 50μM, la reactividad del aldehído con la SERCA1a no se está produciendo de manera 
estequiométrica en vista de la diferencia de señal tan significativa entre las calles 4 y 9. 
 Junto con lo descrito anteriormente, en la Figura II.18, se observa que  además de la 
SERCA1a (110kDa), hay otras proteínas en las vesículas de RS, que también presentan 
reactividad con HNE y por tanto son también reveladas por el anticuerpo a bajas 
concentraciones de HNE (calles 4 y 5 del Panel A, correspondientes a HNE 50 y 100μM 
respectivamente). De todas ellas cabe destacar la banda que migra a la altura del marcador de 
150kDa, correspondiente a lo que se denominará de aquí en adelante como ‘proteína(s) de 150  
a  170kDa’,  la cual  presenta  un  nivel  de  marcaje  superior  a la SERCA1a en el caso del 
tratamiento con HNE 50μM (Figura II.18 Panel A, calle 4). Para hacer más evidente esta 
observación, en la Figura II.19 se muestra una imagen de la misma membrana que en la Figura 
II.18 (A), la cual se ha sobre-expuesto con la finalidad de hacer más evidente esta diferencia de 
marcaje en la calle 4. 
En el caso de la membrana teñida con Coomassie Blue (Figura II.18, Panel C) en la cual 
se han cargado las mismas muestras que para la inmunodetección (Figura II.18, Panel A), pero 
incrementando 10 veces la cantidad de proteína cargada en cada una de ellas, la banda 
correspondiente a esta ‘proteína(s) de 150 a 170kDa’ es casi imperceptible, excepto en la calle 1 
(24μg de proteína) donde se puede observar la presencia de dos bandas o doblete. 
Además de la(s) ‘proteína(s) de 150 a 170kDa’, se observa en la Figura II.18 (A) y con 
más nitidez en la Figura II.19, otro doblete que está aproximadamente a la altura del marcador 
de 50kDa, este doblete es también evidente en la tinción de Coomassie Blue del Panel C (Figura 
II.18). Teniendo en cuenta la velocidad de desplazamiento, el doblete se puede corresponder 
con calsecuestrina y la glicoproteína ‘M55’ (Saito et al., 1984).  
 Continuando con la Figura II.18, el Panel B, confirma todos los hechos descritos hasta el 
momento. En este experimento, la carga de proteínas fue inversamente proporcional a la 
cantidad de HNE empleada en el tratamiento de las mismas, oscilando entre 3μg de proteína 
para la muestra de RS tratada con 20μM (calle 2) y 0.03μg para el tratamiento con HNE 500μM 
(calle 6). El resultado de la inmunodetección corrobora todo lo descrito anteriormente, ya que se 
puede observar como a bajas dosis de HNE, se observa(n) la(s) ‘proteína(s) de 150 a 170kDa’ 
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marcada por HNE, mientras no aparece la banda correspondiente a la SERCA1a, lo cual permite 
concluir que a bajas concentraciones de HNE esta ‘proteína(s) de 150 a 170kDa’ es la diana 









Figura II.19.  Inmunodetección de HNE unido a RS: Vesículas de RS 1mg/ml fueron tratadas con diferentes 
concentraciones de HNE en medio Tes/Tris 50mM pH 7.4, KCl 100mM y Sacarosa 250mM a 37ºC. A continuación 
las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida (8%). La cantidad de proteína cargada en cada una de las 
calles se indica en la figura. Tras la electroforesis las proteínas se transfieren a membrana de PVDF sobre la cual se 
lleva a cabo la inmunodetección con anti-HNE. Los protocolos empleados se describen con detalle en el apartado 
Materiales y Métodos. Las calles 2 y 10 se cargaron con los marcadores de pesos moleculares; la carga de las 
calles 3-7 se realizó con 0.3μg de RS tratado con 0, 50, 100, 200 y 500μM HNE respectivamente; 0.1 y 0.03μg de 
las muestras de RS tratadas con HNE 500μM fueron cargadas en las calles 8 y 9 respectivamente; en la calle 1 se 
cargaron 2.4μg de RS control. 
 Para evaluar con más detalle la reactividad de HNE con la(s) ‘proteína(s) de 150 a 
170kDa’ se hicieron otros experimentos complementarios, en los que se emplearon además de 
las vesículas de RS habituales, otras dos muestras, una de ellas es la subfracción conocida 
como ‘RS pesado’ (RSP) la cual está enriquecida en cisternas terminales y la otra es la 
denominada ‘RS ligero’ (RSL) en la cual predominan los tubos longitudinales. Ambas fracciones 
se separan en gradiente de sacarosa (Saito et al., 1984). El primer objetivo marcado, fue 
determinar si la(s) ‘proteína(s) de 150 a 170kDa’ se localizaba(n) preferentemente en alguna de 
las subpoblaciones. Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura II.20 (Panel A), en 
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en la fracción de ‘RS pesado’, enriquecida en cisternas terminales, las cuales contienen la 
mayoría de los canales de salida de Ca2+ del RS.  







Figura II.20. Dianas de HNE en vesículas de ‘RS pesado’, ‘RS ligero’ y ‘RS estándar’ tratado con HNE 500μM 
en ausencia o presencia de MgATP: Vesículas de RS (‘RS pesado’, ‘RS ligero’ y ‘RS estándar’) 1mg/ml fueron 
tratadas con HNE 500μM en medio Tes/Tris 50mM pH 7.4, KCl 100mM y Sacarosa 250mM a 37ºC durante 2h 
(todas las calles en (A) y calle 10 en (B)) o para las calles 8 y 9 de (B) en las mismas condiciones con la presencia 
adicional de EGTA 1mM y en ausencia (calle 8) o presencia (calle 9) de MgATP 4mM. A continuación las muestras 
se separaron mediante SDS-PAGE y las proteínas marcadas con HNE fueron reveladas mediante inmunodetección 
con anti-HNE tras transferencia a PVDF. Los protocolos empleados se describen con detalle en el apartado 
Materiales y Métodos (A) Las calle 1 se cargó con los marcadores de pesos moleculares; la carga de la calles 2-4  
se realizó con 0.3μg de RS (RSP, RSL y RS estándar respectivamente) tratado con HNE 500μM HNE. (B) La calle 7 
se cargó con los marcadores de pesos moleculares;  las calles restantes se cargaron con 0.03μg de RS estándar  
tratado con HNE 500μM en ausencia o presencia de MgATP 4mM y EGTA 1mM tal y como se describe en el texto 
principal. Las imágenes se obtuvieron tras la incubación de HPR con un sustrato quimioluminescente (ECL-Plus), 
excepto la columna situada a la derecha de la imagen B en la que se muestran los marcadores de pesos 
moleculares correspondientes a una membrana idéntica teñida con Coomassie Blue. 
En el segundo experimento, se analizó la posibilidad de que la presencia de MgATP 
durante el tratamiento del RS con HNE 500μM redujera el nivel de marcaje por HNE de la 
SERCA1a, al igual que se ha demostrado que ocurre con la Actividad ATPasa y  la reactividad 
con grupos –SH. Al igual que se hizo en casos anteriores, el tratamiento con HNE en presencia 
de MgATP 4mM se llevó a cabo en un medio con EGTA, con la finalidad de prevenir la hidrólisis 
de ATP asociada al transporte de Ca2+. El resultado obtenido, mostrado en la Figura II.20, es el 
esperado, ya que MgATP protege eficientemente a la SERCA1a frente a la formación de aductos 
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HNE-proteína. Sorprendentemente, no ocurrió lo mismo con la diana de 150-170kDa’, en la cual 
se observa que además de no haber protección por parte de MgATP, la reacción de HNE con 
esta(s) proteína(s) parece ocurrir a mayor nivel que en ausencia de MgATP, lo cual sugiere que 
la concentración de MgATP presente en condiciones fisiológicas en la célula no previene de la 
reacción de HNE con esta diana.  
II.14. PROTECCIÓN POR GLUTATION REDUCIDO (GSH)  
El tripéptido L-γ-glutamil-L-cisteinil-glicina, o GSH es el principal compuesto de bajo peso 
molecular que contiene un grupo tiólico no proteínico en las células de mamífero. GSH 
desempeña una función antioxidante por su capacidad para secuestrar radicales libres y 
detoxificar xenobióticos. Además gracias a su capacidad para reducir grupos tiólicos proteicos, 
es el principal antioxidante encargado del mantenimiento del potencial redox celular (Sies, 1991). 
Esterbauer et al. (1991) demostraron que glutation presenta una elevada afinidad por los 
aldehídos α-β-insaturados como el HNE, gracias a esta propiedad GSH se convierte en la diana 
más importante para el aldehído dentro de la célula, siendo la formación del conjugado HNE-
GSH y su posterior metabolización por glutation-S-transferasa, la principal vía para la 
degradación de HNE. La protección frente a HNE ejercida por GSH se ha visto en diversas 
proteínas, de las que cabe destacar: citocromo c oxidasa (Chen et al. 1998), y glutation 













Figura II.21.  Protección de la SERCA por Glutation reducido frente a la inhibición inducida por HNE: 
Vesículas de RS (1 mg/ml) fueron incubadas a 37ºC en tampón Mops-Tris 200 mM pH = 7.4, EGTA 2 mM, Mg2+ 5 
mM durante 60 min con 300μM de HNE (O) en  presencia de varias concentraciones de glutation reducido. Los 
triángulos son los controles realizados en ausencia de HNE. Posteriormente se determina la actividad ATPasa 
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, se comprobó la capacidad de GSH como 
agente protector frente a la inhibición de la actividad ATPasa de la SERCA detectada tras la 
incubación con HNE. Por ello se incuban vesículas de RS con HNE 300μM en presencia de 
diferentes concentraciones de GSH. Los valores de actividad resultante de cada muestra son 
representados en la Figura II.21 en la que podemos observar que la inhibición de la actividad 
causada tras la incubación con HNE se encuentra disminuida en presencia de GSH de manera 
dosis-dependiente. Por tanto se puede confirmar que GSH protege contra la inhibición producida 














































El corazón es un órgano con elevados requerimientos energéticos, esta es la causa de 
que los cardiomiocitos sean las células con mayor volumen mitocondrial (20-40% del volumen 
celular está constituido por estos orgánulos) (Elsässer et al., 2000; Marín-García y Goldenthal, 
2002). La gran cantidad de mitocondrias presentes en las células musculares cardíacas, es un 
requisito indispensable para llevar a cabo el correcto funcionamiento de este órgano. No 
obstante, este hecho se puede tornar en un fenómeno nocivo bajo determinadas situaciones de 
estrés, ya que en condiciones patológicas, la cadena de transporte electrónico, presente en este 
orgánulo, es la principal fuente de ROS (Chen et al., 2003). Por ello, cualquier fenómeno que 
implique disfunción mitocondrial está íntimamente relacionado con el desarrollo de 
enfermedades cardiovasculares (ECV) (Marín-García y Goldenthal, 2002). A este hecho, se le 
suma la limitada capacidad de regeneración de este tipo celular, lo cual implica que el corazón 
es un órgano extremadamente sensible a los procesos de estrés que puedan ocasionar daños 
celulares (Chiong et al., 2011).  
La muerte celular es un fenómeno característico de ECVs como: infarto de miocardio 
(MI), fallo cardíaco (HF) e isquemia/reperfusión (I/R) (Chiong et al., 2011), patologías también 
relacionadas con HNE (Domínguez-Rodríguez et al., 2005; Mak et al., 2000). La etiopatología de 
estas ECVs no se ha relacionad con un solo tipo de muerte celular, habiéndose descrito diversos 
mecanismos de muerte (apoptosis, necrosis y autofagia) (Whelan et al., 2010), los cuales 
pueden llegar a coexistir e incluso interrelacionarse (Zong y Thompson, 2006; Golstein y 
Kroemer, 2007). Por ejemplo en el caso del MI, que cursa por un proceso de I/R, se pensó 
durante mucho tiempo que las células morían como consecuencia de un proceso necrótico. 
Actualmente se sabe que durante el periodo isquémico, las células mueren tanto por apoptosis 
como necrosis, predominando una u otra forma de muerte en función de la duración de la 
isquemia (corta o prolongada respectivamente), habiéndose detectado también muerte por 
autofagia (Takemura y Fujiwara, 2004; Yan et al., 2005). La reperfusión, a pesar de ser el único 
tratamiento capaz de recobrar la funcionalidad del corazón, agrava el daño producido por la 
isquemia (Matsumura et al., 1998). Se ha demostrado que durante la reperfusión gran parte de 
las células sufren apoptosis (Gottlieb et al., 1994; Olivetti et al., 1996; Saraste et al., 1997), 
prolongándose este fenómeno en el borde del área afectada, mucho tiempo después del 
acontecimiento del MI (Olivetti et al., 1996). Blasig et al. (1995) demostraron una 
sobreproducción del producto de peroxidación lipídica, HNE, en las células cardiacas tras la 
reperfusión, por lo que consideramos el tratamiento de cardiomiocitos con HNE, un buen modelo 
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a la hora de conocer parte de los mecanismos que se producen en el corazón tras un cuadro de 
I/R.  
Dado que las ECVs constituyen la primera causa de muerte a nivel mundial (un tercio de 
las muertes registradas es consecuencia de ECVs), es importante buscar mecanismos 
encaminados a su prevención y tratamiento. Para ello, más allá de hacer una descripción precisa 
del tipo de muerte celular, es necesario conocer los mecanismos celulares desencadenados 
durante estos procesos (Perrelli et al., 2011). En este trabajo, hemos decidido emplear HNE, 
compuesto implicado en numerosas ECV (Eaton et al., 1999; Vieira et al., 2001; Nakamura et al., 
2002; Hill et al., 2009a; Srivastava et al. 2009), a fin de mimetizar las condiciones celulares bajo  
estrés oxidativo y peroxidación lipídica. Altas dosis de este aldehído se han detectado tanto en 
células cardíacas como en el plasma de enfermos de MI,  dolencia responsable del 10% de las 
muertes registradas, siendo también causa inmediata del fallo cardíaco (HF), también 
relacionado con HNE (Keeley et al., 2003). Nuestra intención es contribuir en el esclarecimiento 
de las bases moleculares implicadas en la etiología de ECV a fin de encontrar estrategias 
encaminadas a aminorar los daños, siendo la limitación de la muerte celular en un cuadro de MI 
un hecho de vital importancia para el ulterior funcionamiento del corazón (Takemura y Fujiwara, 
2004). 
En nuestros resultados observamos que dosis de HNE en el rango de 0-20μM, que se 
encuentran dentro de los niveles de HNE detectados en el miocardio isquémico (Hill et al., 
2009b), desencadenan la muerte de los cardiomiocitos de manera dosis-tiempo dependiente. El 
daño máximo ocurre a partir de 3h de tratamiento, manteniéndose constante el nivel de muerte a 
tiempos de incubación mayores (3-24h). La viabilidad del cultivo, tras 3h de tratamiento con HNE 
10μM, queda reducida en un 90% respecto al control, siendo, en estas condiciones la IC50 del 
cultivo de 4,38±0.34μM. Esterbauer et al. (1991) describieron concentraciones de HNE del orden 
de 3.5 a 6μM  bajo condiciones de estrés oxidativo, de modo que las condiciones de tratamiento 
seleccionadas en nuestro estudio se encuadran dentro de los niveles patofisiológicos de HNE. 
Inmediatamente después de comenzar los tratamientos con HNE 5 y 10μM se observan 
alteraciones en la dinámica de Ca2+, que se hacen evidentes a modo de una pérdida en las 
ondas de Ca2+, cuya sincronía es esencial para la contracción espontánea de las células. Tras 
15min de tratamiento, al efecto anterior, que se ve acrecentado, se le suma una subida en los 
niveles de Ca2+ citosólico. Ambos fenómenos son similares a lo descrito por VanWinkle et al., 
(1994), con la diferencia de la dosis de HNE empleada en su modelo de tratamiento es 10 veces 
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superior a la que se ha utilizado en este trabajo. Nuestros resultados, sugieren que sea la 
pérdida de la homeostasis del Ca2+ el detonante del proceso de muerte celular. Es de sobra 
conocida la implicación del Ca2+  en la muerte celular, habiéndose relacionado la sobrecarga 
celular de este ión tanto con procesos de muerte necrótica como apoptótica (Trump y Berezesky, 
1996; Orrenius et al., 2003). 
Actualmente, la implicación del Ca2+ en el desencadenamiento de la apoptosis es más 
que conocida, habiéndose descrito la existencia de una comunicación entre el RE y la 
mitocondria a través de la liberación masiva de este ión, en la cual están implicadas las proteínas 
de la familia Bcl-2 (Demaurex y Distelhorst, 2003). Así mismo, el vaciado de los depósitos 
intracelulares también puede actuar como detonante de la apoptosis (Waring, 2005). A la vista 
de estos resultados y teniendo en cuenta que en nuestro trabajo se ha demostrado uno de los 
hechos bioquímicos más irrefutable en un proceso de apoptosis, como es la presencia de 
caspasa-3 activa, así como fragmentación de ADN, otro fenómeno también representativo de 
este mecanismo de muerte celular, todo parece apuntar a que se esté desencadenando un 
fenómeno de apoptosis, inducido por una sobrecarga de calcio, como consecuencia de los 
tratamientos con HNE. La capacidad de HNE para inducir activación de caspasa-3 y 
fragmentación del ADN no es un hecho nuevo, habiendo demostrado un efecto similar Liu et al. 
(2000) en células Jurkat, quienes además postulan que HNE induce apoptosis a través de 
alteraciones en el estado redox (depleción de GSH), que también han sido reportadas en nuestro 
modelo (disminución de los niveles celulares en cardiomiocitos y pérdida de Cys en vesículas de 
RS). 
Además de este incremento sostenido de los niveles citosólicos de Ca2+, también se ha 
detectado una elevación en los niveles de ROS tras 1h de tratamiento con HNE 5 y 10μM, la 
cual ocurre de manera dosis-dependiente. Este hecho junto con la disminución de los niveles de 
GSH, evidenciada también en cardiomiocitos tras 3h de tratamiento, demuestran que HNE está 
alterando el estado redox de la célula. Los resultados obtenidos en vesículas de RS, en las que 
se produce la pérdida de grupos –SH, también de manera dosis-dependiente, pueden 
correlacionarse con la pérdida del estado redox celular por acción de HNE. Estos resultados 
están de acuerdo con trabajos anteriores que implican a los procesos de estrés oxidativo y 
peroxidación lipídica con la pérdida del estado redox de la célula, a través de la oxidación de los 
grupos –SH de Cys y la concomitante depleción de GSH (Nicotera et al., 1991).  
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Es interesante destacar que los sistemas de transporte de Ca2+ son sensibles a la 
modificación del estado redox celular, así como a compuestos que sean capaces de modificar 
los grupos –SH presentes en los mismos (Waring, 2005). La capacidad de HNE para 
interaccionar con proteínas a través de los grupos  -SH ha sido demostrada en numerosos 
trabajos (Esterbauer et al., 1991; Kadoya et al., 2003; Uchida, 2003; Schaur, 2003). Tal y como 
era de esperar, nuestros resultados llevados a cabo en vesículas de RS también demuestran 
este hecho, puesto que las Cys son la principal diana de HNE. La importancia de los grupos –SH 
en la funcionalidad de los canales de Ca2+ se hace evidente al demostrar que compuestos 
capaces de modificar estos residuos inducen alteraciones en la funcionalidad de estas proteínas 
(Waring, 2005). En nuestro trabajo, además de la elevación del Ca2+ citosólico observada en 
células tras 15min de tratamiento con HNE 5 y 10μM, hemos encontrado que bajas dosis de este 
aldehído (< 20μM) inducen la salida de Ca2+ de vesículas de RS cargadas con este ión, 
demostrándose también la presencia de aductos HNE-proteína en esas condiciones. En función 
de su movilidad electroforética, las proteínas que aparecen marcadas con HNE a bajas dosis de 
tratamiento, parecen corresponder en todos los casos a proteínas luminales implicadas en la 
regulación de los movimientos de Ca2+ en el retículo (calsecuestrina-CSQ-, Histidin Rich Calcium 
Binding Protein-HRC- y Sarcalumenina-SAR-). El que HNE modifique la función de proteínas 
implicadas en la regulación de Ca2+, está de acuerdo con el hecho descrito por Waring (2005), 
de modo que todo apunta a que sea la modificación de estas proteínas (a través de sus grupos  
–SH, entre otras modificaciones) por HNE la responsable de la salida de Ca2+ del RS, lo cual se 
evidencia a nivel celular con un incremento sostenido en los niveles de Ca2+ citosólico.  
Junto a la generación de ROS, como consecuencia de una disfunción mitocondrial, se 
produce una pérdida del ΔΨm, la cual sigue también un patrón dosis-dependiente, tras 1h 30min 
de haber comenzado el tratamiento. Al ser las mitocondrias el principal foco generador de ROS 
dentro de la célula, este orgánulo es también diana crítica de su acción, por lo que es frecuente 
que la generación de ROS vaya acompañada por una pérdida del ΔΨm (Zorov et al., 2000). 
Estos daños mitocondriales coinciden con los resultados de Hill et al. (2009b), quienes describen 
un incremento en el consumo de oxígeno, el cual comienza a ser evidente tras 50min de 
tratamiento de cardiomiocitos con HNE. Este incremento del metabolismo oxidativo podría ser la 
causa del incremento en la generación de ROS observada en nuestras condiciones. Así mismo, 
estos autores demuestran que el incremento en el consumo de oxígeno va acompañado por una 
disminución en la eficiencia mitocondrial, como consecuencia de la mayor demanda energética 
ante los tratamientos con HNE. La disfunción mitocondrial observada tras 1h de tratamiento con 
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HNE, tiene como consecuencia una depleción de los niveles celulares de ATP observada tras 3h 
de tratamiento.  
Dado que la generación de ROS se produce principalmente en las mitocondrias y 
teniendo en cuenta la abundancia de este orgánulo en cardiomiocitos (Dröge, 2002; Turrens, 
2003; Balaban et al., 2005; Glab et al., 2006; Murphy, 2009), las alteraciones que impliquen a las 
mitocondrias serán especialmente dramáticas. Nuestros resultados demuestran la pérdida del 
ΔΨm, lo cual refleja que HNE altera profundamente a este orgánulo. Estas alteraciones 
mitocondriales, afectan a la permeabilización de la mitocondria, hecho que se considera “punto 
de no retorno” en el transcurso del proceso de apoptosis (Chipuk y Green, 2005).  
Volviendo a los resultados que demuestran una caída brusca del glutatión celular, cabe 
destacar la concordancia con los resultados obtenidos por Hill et al. (2009b). Además este hecho 
apoya la propuesta de un proceso apoptótico, por ser la depleción de los niveles de GSH celular,  
un fenómeno íntimamente relacionado con el desencadenamiento de este tipo de muerte celular, 
(Ghibelli et al., 1995 y 1998; Coppola y Ghibelli, 2000). Ha sido mostrado tanto en cerebro de 
ratas recién nacidas (Jain et al., 1991) como en músculo esquelético, también de rata, (Dam et 
al., 2011) que la depleción de GSH celular desencadena muerte apoptótica mediada por vía 
mitocondrial, no siendo la depleción de GSH la causa en si de la muerte celular, sino un 
fenómeno que hace a las células más sensibles a este proceso. Apoyando este hecho, Dam et al 
(2011) han descrito en músculo esquelético que cuando se produce depleción de GSH junto a 
una pérdida del ΔΨm se incrementa la vulnerabilidad a la apertura del poro de transición 
mitocondrial (MTP) como consecuencia del incremento de los niveles de Ca2+ citosólico, a lo cual 
se ajustan nuestros resultados, lo que hace que la hipótesis de una muerte apoptótica por acción 
de los tratamientos con HNE tome fuerza. 
En función de lo descrito por Dam et al (2011), quienes relacionan las alteraciones en el 
estado redox celular (en nuestro caso evidenciadas por una caída brusca de GSH y un 
incremento de ROS) y la pérdida del ΔΨm con la apoptosis mediada por vía mitocondrial, cabe 
esperar que como consecuencia de estos cambios en la mitocondria, se produzca la 
permeabilización de la membrana mitocondrial externa y por tanto se liberen diversos factores 
pro-apoptóticos, responsables de activar a las caspasas. Tal y como se ha visto en la 
introducción, es el citocromo c el factor esencial para la activación de caspasa-3 en un proceso 
apoptótico mediado por la vía intrínseca, de modo que dado que los resultados descritos hasta el 
momento son compatibles con este fenómeno, se puede pensar que la actividad caspasa-3 
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detectada sea consecuencia de la liberación de citocromo c, hecho que se apoya porque un 
trabajo previo de Huang et al. (2006) demuestra la implicación de altas concentraciones de iones 
divalentes, como el Ca2+, en la salida de este factor pro-apoptótico desde el espacio mitocondrial 
a citoplasma. No obstante, al no haber determinado la presencia de citocromo c en el citoplasma, 
no podemos demostrar este hecho de forma concluyente. En función de un trabajo de Buckley et 
al. (1999) que propone la posibilidad de un autoprocesamiento de caspasa-3, y dado que este 
tipo de enzimas son sensibles a los cambios en el estado redox de la célula por contener un 
residuo de Cys en el sitio catalítico, proponemos otra hipótesis que implique a la formación de 
aductos HNE-caspasa-3 con el autoprocesamiento de esta enzima.       
Otro hecho a favor del desencadenamiento de un fenómeno apoptótico como 
consecuencia de los tratamientos de cardiomiocitos con HNE es la presencia de un pico 
hipodiploide en los perfiles de distribución de ADN obtenidos mediante citometría de flujo, el cual 
es indicador de la presencia de ADN fragmentado. A pesar de ser la fragmentación del ADN uno 
de los hechos más característicos de la apoptosis, se ha demostrado que este fenómeno 
también puede suceder como consecuencia de un tipo de muerte celular denominado 
PARTANATOS, en el cual se produce la liberación del factor mitocondrial AIF, que se transloca 
al núcleo, induciendo la condensación de la cromatina y la fragmentación del ADN a gran escala 
(Wang et al., 2009).  Este tipo de muerte celular es independiente de caspasas, de modo que 
podemos descartar que sea nuestro caso, al haber demostrado la presencia de caspasa-3 activa 
en nuestras células. Por ello, todo apunta a que sea la activación de alguna nucleasa, por acción 
de caspasa-3, la responsable de la fragmentación del ADN observada. Resultados de análisis de 
fragmentación internucleosomal del ADN o DNA-ladering se han llevado a cabo. No se han 
mostrado en este trabajo por su mala calidad, aunque se ha observado la presencia de ADN 
fragmentado, lo cual es un hecho más a la hora de apoyar el proceso apoptótico en nuestro 
modelo.   
El único hecho bioquímico descrito en nuestro trabajo que podía ser compatible con un 
proceso de necrosis, es la liberación de LDH tras 3h, signo evidente de la pérdida de la 
integridad de la membrana plasmática. El que en nuestro cultivo sólo se produzca liberación de 
LDH tras 3h de tratamiento y no tras 1h 30min, puede ser compatible con un fenómeno 
denominado necrosis secundaria, el cual tiene lugar en células apoptóticas en cultivo (Wyllie et 
al., 1980). Tal y como describen Oropesa et al. (2011), cuando células en cultivo sufren una 
muerte apoptótica, ésta se caracteriza por el mantenimiento de la integridad de la membrana 
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plasmática durante la iniciación y ejecución de la apoptosis, perdiéndose la integridad de la 
misma en los estadios finales. Ellos responsabilizan al citoesqueleto del mantenimiento de la 
integridad, concretamente a los microtúbulos, los cuales se organizan formando un “anillo” (AMN: 
Apoptotic Microtubule Network) subyacente a la membrana. La formación de la AMN requiere 
altos niveles de ATP y por tanto que las mitocondrias se encuentren hiperpolarizadas, hechos 
que tras 3h de tratamiento con HNE se han perdido en nuestro modelo. 
 En nuestras condiciones de estudio, es decir tratamientos de 1h 30min o 3h con 
concentraciones patofisiológicas de HNE (5 y 10μM), observamos una alteración del 
citoesqueleto muy notable tras 3h de tratamiento, mientras que en el tratamiento de 1h 30min, 
leves alteraciones del citoesqueleto en algunas de las células del cultivo son apreciables en el 
caso de la mayor dosis de HNE empleada (10μM). Por el contrario, tras 3h de tratamiento, no se 
producen diferencias significativas entre ambas condiciones experimentales, originándose una 
pérdida del patrón de fibras observado en los controles, para dar lugar a agregados, que son 
más evidentes en el caso de las fibras de actina, ya que la señal de tubulina disminuye 
significativamente en estas condiciones. En ningún caso se observó la AMN descrita por 
Oropesa et al. (2011), lo cual es compatible con el hecho de que en nuestras condiciones, la 
pérdida del ΔΨm acontece de manera temprana. Así mismo las medidas de liberación de LDH 
demostraron una disrupción de la membrana plasmática a las 3h de tratamiento y no a la 1h 
30min. La salida de LDH, muy a menudo relacionada con los procesos de muerte necrótica 
(Tavernarakis, 2007) se puede confirmar que es consecuencia de los estadios finales de la 
apoptosis, es decir, es un proceso de necrosis secundaria. Este hecho se ve apoyado por los 
resultados de Obermayr et al. (1999) quienes han demostrado que la fragilidad del sarcolema es 
mayor bajo condiciones que conlleven una depleción de GSH. A pesar de que no se forme la 
AMN, posiblemente, el mantenimiento de la organización del citoesqueleto  en la mayoría de las 
células del cultivo observada tras 1h 30min de tratamiento sea responsable del mantenimiento 
de la integridad celular. 
 Los componentes del citoesqueleto son potentes dianas de HNE, dada su abundancia 
en la célula, de hecho, VanWinkle et al. (1994) manifestaron numerosas alteraciones en el 
mismo tras los tratamientos con HNE. En el caso concreto de los microtúbulos, varios estudios 
han demostrado que HNE es capaz de formar aductos con las subunidades de tubulina, a través 
de la interacción con los grupos –SH de las Cys (Olivero et al., 1990). Los microtúbulos son 
estructuras dinámicas, de modo que las subunidades de tubulina están constantemente 
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ensamblándose y desensamblándose, siendo los residuos de Cys esenciales para llevar a cabo 
este proceso (Mellon y Rebhun, 1976). Recientemente Stewart et al. (2007) han demostrado que 
HNE impide la polimerización de la tubulina, estando también implicados en este proceso los 
residuos de Lys. Esta inhibición de la polimerización, puede explicar la disrupción de la red de 
microtúbulos tras 3h de tratamiento con HNE, siendo este hecho compatible con la incapacidad 
de los cardiomiocitos de formar la AMN, así como de la imposibilidad para repolimerizar tras 
eliminar el HNE y dejar las células en medio sin tratamiento durante 1h30min. 
Respecto a los microfilamentos de actina, Ozeki et al. (2005) demostraron la 
carbonilación de los filamentos y monómeros de actina por acción de HNE. Ese mismo año, 
Aldini et al. describieron la importancia de la Cys374 en la formación de aductos HNE-actina. En 
nuestro caso, tras 3h de tratamiento con HNE 5 ó 10μM, se pierde el patrón de fibras observado 
en el control, dando lugar a agregados de actina, lo cual nos hace pensar que la formación de 
aductos HNE-actina sea la causa de un entrecruzamiento, en el que se pueden ver implicadas 
tanto las fibras como los monómeros, lo cual nos podría explicar la aparición de los agregados 
observados tras los tratamientos de 3h. Este hecho se apoya en que un 9.1% de los 
aminoácidos de la actina son susceptibles de formar aductos HNE—proteína, siendo estos 9 His, 
16 Lys y 6 Cys. 
 Numerosos estudios han demostrado la existencia de compuestos antioxidantes, tanto 
naturales como sintéticos, con una gran efectividad a la hora de prevenir el daño celular causado 
por fenómenos que cursan a través de procesos de estrés oxidativo y/o peroxidación lipídica, 
como es el caso de la I/R (Sagach et al., 2002; Danesi, et al., 2008; Peng et al., 2011; Cimmino 
et al., 2011; Usta et al., 2011). Los primeros compuestos ensayados en este trabajo fueron MPG 
y NAC, ambos presentan grupos funcionales –SH, al igual que GSH, por los que resultan aptos 
para la formación de aductos con HNE. También se ha demostrado que ambos compuestos 
presentan una fuerte actividad antioxidante frente a ROS y RNS, tales como peroxinitrito y 
radical hidroxilo (Ratan et al., 1994; Mayer y Noble, 1994; Tang et al., 2002). Nuestros resultados 
demuestran una protección muy significativa con ambos compuestos frente a la citotoxicidad 
inducida por HNE. Todo parece apuntar a que bloqueen directamente a HNE, impidiendo que 
éste ejerza su efecto sobre las células. Por otro lado, a pesar de no ser tratamientos conjuntos, 
sino pretratamientos, el ratio MPG/NAC: HNE es muy elevado (50-200 para MPG y 100-1000 en 
el caso de NAC), lo cual asegura que aunque las células no incorporen al 100% los compuestos 
tiólicos, haya cantidad suficiente para el bloqueo de todo el HNE utilizado en los tratamientos. 
  
161 Discusión 
Este hecho se corrobora con la demostración de que bajo estas condiciones, los niveles de GSH 
se mantienen en valores similares a los de los controles, o incluso algo superiores, sobre todo en 
el caso de los tratamientos con NAC, compuesto que se ha descrito que actúa como precursor 
de GSH (Arakawa et al., 2006 y 2007; Arakawa e Ito, 2007). La reactividad de HNE con grupos –
SH, además de ser un fenómeno muy bien establecido, la hemos demostrado en el segundo 
capítulo de este trabajo, donde se ha puesto de manifiesto mediante análisis de MALDI-TOF la 
formación de aductos HNE-Cys en SERCA. En el caso de los ensayos in vitro, GSH ejerció un 
efecto protector similar al de estos compuestos tiólicos frente a la inhibición de la actividad 
ATPasa por HNE, no habiéndose empleado tratamientos con GSH exógeno en cardiomiocitos 
por ser la capacidad de las células para su incorporación es muy escasa (Piga et al., 2007). 
 Otro de los antioxidantes ensayados fue Trolox, que es un derivado hidrosoluble de la 
Vitamina E capaz de penetrar en la célula (Bhattacharya et al., 2005) y cuya actividad 
antioxidante es de sobra conocida (Sagach et al., 2002). En nuestros resultados se observó que 
el tratamiento de los cardiomiocitos con Trolox (50 ó 200μM), bien antes o durante los 
tratamientos con HNE, protege al cultivo del daño inducido por HNE por lo que postulamos la 
posibilidad de que la presencia de Trolox en la célula ejerza su efecto actuando como scavenger 
de las ROS generadas a consecuencia del tratamiento con HNE. La capacidad de Trolox como 
scavenger de ROS queda patente al evaluar la generación de ROS con DCFH llevada a cabo en 
células tratadas con HNE en presencia de Trolox, en las cuales no se observó un incremento de 
la fluorescencia de DCF respecto al control. Así mismo, tampoco se produjo  la pérdida del ΔΨm 
observada tras tratamiento de los cardiomiocitos con HNE. Teniendo en cuenta que la 
determinación de la viabilidad celular se llevó a cabo empleando el ensayo de reducción de MTT,  
los tratamientos con HNE llevados a cabo en presencia de Trolox son el reflejo del 
mantenimiento de la función mitocondrial. Para descartar otros mecanismos conducentes al 
desencadenamiento de la apoptosis se determinó la actividad caspasa-3 en células que habían 
sido tratadas con HNE en presencia de Trolox. Nuestros resultados muestran que la actividad 
caspasa-3 se mantiene a los niveles observados en células control, de modo que se puede 
considerar a Trolox un agente protector efectivo frente a la apoptosis inducida por HNE en 
cardiomiocitos. 
 El β-bloqueante carvedilol, con poder antioxidante superior a la Vitamina E se empleó 
como agente protector en el tratamiento de cardiomiocitos con HNE. Teniendo en cuenta su 
marcado carácter lipofílico, carvedilol podría ser un compuesto idóneo para bloquear la acción de 
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HNE (Feuerstein et al., 1997), a ello se le suma su capacidad para actuar como scavenger de 
ROS (Yue et al., 1992), lo cual lo ha convertido en un compuesto muy útil para prevenir los 
daños causados durante procesos de I/R (Yue et al., 1995). El principal uso farmacológico de 
carvedilol es en el tratamiento de la hipertensión arterial, pero también se emplea en los 
tratamientos de angina y fallo cardíaco (Dunn et al., 1997). Nuestros resultados de viabilidad 
celular nos demuestran que el tratamiento conjunto de HNE con bajas concentraciones de 
carvedilol (5 y 10μM) (3h) confiere una protección muy significativa, posiblemente al bloquear la 
acción tóxica de HNE como agente generador de ROS. Hay que tener en cuenta que carvedilol 
puede actuar como una espada de doble filo, ya que concentraciones superiores a 40μM, valor 
alejado de nuestras dosis, pueden ocasionar una disminución del ΔΨm, lo cual estaría 
comprometiendo a la bioenergética celular (Abreu et al., 2000). Así mismo, Cocco et al. (2002) 
han demostrado que dosis superiores a 20μM de carvedilol, estarían actuando como agente pro-
oxidante en mitocondrias cardiacas. Otro hecho destacable de carvedilol, es que uno de los 
compuestos resultantes de su metabolismo, el denominado BM-910228, presenta un poder 
antioxidante superior al de propio carvedilol, siendo muy efectivo en modelos de peroxidación 
lipídica (Yue et al., 1992). Con tratamientos prolongados con carvedilol, podría existir la 
posibilidad de que parte del carvedilol empleado, se metabolice dando lugar a BM-910228, 
pudiendo este compuesto estar también implicado en la protección frente al daño inducido por 
HNE. 
En la búsqueda de nuevos agentes naturales con capacidad protectora frente a estrés 
oxidativo, se testeó el posible efecto protector, frente al daño inducido por HNE en 
cardiomiocitos, del aceite esencial de Thymbra capitata, una especie de tomillo muy empleada 
en la cocina tradicional extremeña. Estudios in vitro realizados con este aceite (Blanco et al., 
2011) han puesto en evidencia su capacidad antioxidante, la cual parece deberse en mayor 
medida al alto contenido en carvacrol. No obstante, además de carvacrol, se han caracterizado 
más de una treintena de constituyentes de este aceite, entre los cuales merece destacar timol y 
γ-terpineno. Teniendo en cuenta que los compuestos fenólicos pueden presentar tanto actividad 
antioxidante como pro-oxidante (Ferguson, 2001), lo primero que se hizo fue analizar el efecto 
del aceite sobre el cultivo, el cual resultó ser muy tóxico, ya que bastaba con dosis bajas del 
aceite esencial puro (concentraciones inferiores a 1%) para que se produjera una muerte casi del 
100%, por ello hubo que preparar diluciones del aceite en DMSO. El pretratamiento durante 12h 
con pequeñas dosis de varias diluciones del aceite confirió un fuerte efecto protector frente al 
daño por HNE, estableciéndose la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) en 0.004% de aceite 
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esencial. Estos resultados nos demuestran el elevado poder antioxidante del aceite esencial de 
T. capitata. Dado el carácter lipofílico de HNE, es esperable que el aceite actúe bloqueando a 
HNE, impidiendo que ejerza su efecto nocivo en la célula. Esta hipótesis se vio apoyada con el 
hecho de que en el tratamiento conjunto de HNE y aceite (resultados no mostrados), la viabilidad 
celular se mantuvo en valores similares a los controles. A pesar del creciente interés por la 
búsqueda de compuestos naturales con capacidad antioxidantes, no son muy numerosos los 
trabajos encaminados a demostrar in vivo el poder antioxidante de compuestos naturales. Un 
grupo de la universidad de Bolonia (Italia) ha demostrado que el aceite esencial de albahaca 
(Ocimum basilicum) presenta capacidad antioxidante en cardiomiocitos en cultivo, a diferencia de 
los extractos acuosos obtenidos de esta planta (Danesi et al., 2008). 
Tras haber demostrado la implicación de la pérdida de la homeostasis de Ca2+ en 
cardiomiocitos, y su implicación en la muerte celular tras los tratamientos con HNE, decidimos 
analizar en un modelo muy bien establecido para estudios de la dinámica del ión calcio in vitro , 
como son las vesículas de RS, el/los mecanismo/s implicado/s en la desregulación de Ca2+ 
inducida por HNE. 
En las células musculares el mantenimiento de la homeostasis del Ca2+ es esencial para 
mantener la función contráctil, lo cual confiere especial importancia a las proteínas encargadas 
de regular los movimientos de Ca2+. En situación de reposo, el Ca2+ además de encontrarse en 
el medio extracelular, también se almacena en diversos orgánulos celulares, tales como retículo 
endoplásmico (RE), aparato de Golgi o mitocondria (Rizzuto et al., 2000). En el caso de las 
células musculares, el RE, denominado retículo sarcoplásmico (RS), adquiere una gran 
relevancia en la regulación del Ca2+, existiendo en el mismo numerosas proteínas que se 
encargan tanto del transporte del Ca2+ como del tamponamiento del mismo (Rossi y Dirksen, 
2006). Dentro de las proteínas encargadas de la salida de Ca2+ del RS cabe destacar el Receptor 
de Ryanodina (RyR), mientras que la Ca2+-ATPasa de RS o SERCA es la principal proteína 
encargada de restablecer los niveles citosólicos de Ca2+, mediante el transporte del mismo al 
interior del retículo. Al ser la SERCA la proteína predominante en las preparaciones de vesículas 
de RS, se señaló a la misma como diana prioritaria de HNE en este modelo de membrana. Está 
hipótesis se asentó además en la existencia de trabajos previos que demostraban la capacidad 
del aldehído para afectar la funcionalidad de otras ATPasas de membrana, tales como: 
Ca2+/Mg2+-ATPasa de membrana plasmática de eritrocitos (Raess et al., 1997; McConnell et al., 
1999), Na+/K+-ATPasa de neuronas (Morel et al., 1999; Kadoya et al., 2003) y Ca2+-ATPasa de 
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neutrófilos (Siems et al., 2003). Nuestros resultados demostraron una inhibición de la actividad 
ATPasa y de la capacidad de transportar Ca2+ por acción de HNE, siendo el efecto observado 
dependiente tanto de la dosis de HNE empleada como del tiempo de incubación. Tal y como 
cabe esperar en el caso de un reactivo electrófilo, el efecto de HNE es también dependiente del 
pH del medio, observándose una mayor inhibición a pH alcalino. La relación entre el pH y la 
acción de HNE se basa en la mayor capacidad de reacción de los reactivos electrófilos con los 
residuos nucleofílicos cuando éstos últimos se encuentran disociados, lo cual se produce a pH 
básico (Szweda et al., 1993). Estos resultados ponen en evidencia una interacción entre HNE y 
SERCA. Bajo condiciones de pH fisiológico, se demuestra que la sensibilidad a HNE de la 
SERCA no es muy elevada, ya que si se compara con los resultados obtenidos en 
cardiomiocitos, las concentraciones de HNE que se requieren para observar una inhibición 
significativa son muy superiores (200-500μM), no obstante comparado con los resultados 
publicados por Strosova et al. (2005), que describen un IC25 = 1.5mM, la sensibilidad a HNE de 
la SERCA en nuestras condiciones de ensayo es notablemente superior a la demostrada en este 
trabajo. 
Además, estudios de filtración con isótopos radiactivos evidenciaron que tanto la unión 
de ATP como la formación del intermediario fosforilado (EP), también se veían afectadas por 
HNE, por lo cual la hipótesis de una interacción de HNE con la bomba se vio afianzada. Por otro 
lado, el que la unión de Ca2+ no se altere de manera significativa tras los tratamientos con HNE, 
descartó a los sitios de alta afinidad por Ca2+ como las dianas preferentes de HNE dentro de la 
proteína, dirigiéndose nuestra atención hacia el sitio de unión del nucleótido, localizado en el 
dominio citoplásmico de la proteína. 
Teniendo en cuenta que uno de los aminoácidos por los que HNE presenta gran afinidad 
es la Lys y dado que hay dos Lys (Lys492 y Lys515), muy bien caracterizadas en el dominio de 
unión a nucleótido (dominio N), se planteó la posibilidad de que fuera la formación de un aducto 
HNE-Lys localizado en el dominio N el responsable de la disminución en la unión de ATP 
observada y por consiguiente de la incapacidad para hidrolizar ATP y formar el intermediario 
fosforilado, lo cual se traduciría en una incapacidad para la progresión del ciclo catalítico y por 
tanto el transporte de Ca2+ quedaría  impedido. Clausen et al. (2003) demostraron que ambas 
Lys están implicadas en la unión del nucleótido, encontrándose la Lys515 localizada en el fondo 
del bolsillo de unión de ATP, de modo que en la proximidad de la misma se asienta el anillo de 
adenosina del nucleótido. La Lys492 se localiza en un “loop” corto que conecta dos hojas β. En 
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ambos casos, el marcaje específico de la Lys492 con PLP (Yamagata et al., 1993) o de la 
Lys515 con FITC (Pick y Bassilian, 1981) son competitivos con respecto a la unión de ATP al 
sitio catalítico, de modo que se postuló que si HNE formaba aducto/s con alguna de las dos Lys 
o con ambas, el marcaje específico de las mismas se podía ver impedido, para ello se realizó el 
marcaje tanto con PLP como con FITC en vesículas que habían sido tratadas con HNE. En el 
caso de la Lys492, el tratamiento con HNE no afectó de manera significativa la unión del PLP. 
Por el contrario, la unión de FITC sí se vio afectada por el tratamiento con HNE. Los ensayos de 
competición entre FITC e HNE se llevaron a cabo en muestras tratadas con HNE 500μM, 
empleando diferentes tiempos de incubación (50min y 2h). Los resultados mostraron una 
disminución significativa de la capacidad de unir FITC en muestras tratadas respecto a vesículas 
control, siendo mayor la disminución observada a tiempos largos de tratamiento. A pesar de 
tratarse de una disminución muy significativa (50% en el tratamiento de 50min y 70% tras 2h), no 
se produce una pérdida completa de la capacidad para unir FITC. Si se compara con la actividad 
ATPasa residual (10% y 1% respectivamente), se deduce que debe haber otro tipo de 
modificaciones que estén afectando la actividad ATPasa, puesto que tras 2h de tratamiento con 
HNE 500μM se ha alcanzado una inhibición del 99%, mientras que la reducción del marcaje con 
FITC ronda el 70%.  
El hecho de que HNE esté impidiendo la accesibilidad de Mg-ATP al sitio de unión a 
nucleótido se vio respaldado por los estudios de fluorescencia intrínseca en vesículas de RS 
tratadas con HNE, los cuales demostraron que la señal de fluorescencia provocada por la unión 
de Mg-ATP era menor en vesículas tratadas con una concentración fija de HNE (500μM), siendo 
el efecto observado dependiente del tiempo de incubación. En el caso del tratamiento de 2h, la 
intensidad de la señal de fluorescencia quedó reducida, aproximadamente,  un 73% con respecto 
al control, siendo la magnitud del efecto muy similar al descrito en las mismas condiciones en el 
caso del marcaje con FITC. 
Teniendo en cuenta lo descrito en el párrafo anterior en el que se demuestra la 
formación de un aducto entre HNE y Lys515, posiblemente a través de una base de Schiff, se 
postula que a pesar de existir una alteración del dominio de unión a nucleótido (N) que 
imposibilita el acceso a Mg-ATP, posiblemente por un cambio conformacional inducido por la 
formación del aducto HNE-Lys515, este hecho no es suficiente para explicar la inhibición de la 
actividad ATPasa observada, la cual es casi del 100% en tratamientos de 2h con HNE 500μM, 
mientras que en estas condiciones experimentales, todavía queda un 30% de la proteína 
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marcada con FITC, por lo que nuestros experimentos posteriores se dirigieron hacia la búsqueda 
de otras dianas potenciales de HNE. 
 Dada la afinidad que presenta HNE por los grupos –SH de las Cys, con las cuales suele 
interaccionar mediante la formación de aductos de Michael y teniendo en cuenta que Strosova et 
al. (2005) correlacionan la pérdida de actividad ATPasa de SERCA con una reducción de los 
grupos –SH de la proteína, analizamos mediante el ensayo de reactividad con DTNB la 
formación de aductos Cys-HNE (Bizzozero et al., 2007). Nuestros resultados mostraron una 
evidente pérdida de grupos –SH como consecuencia del tratamiento con HNE, no habiendo 
indicios de algún tipo de residuo específico que pudiera ser crítico en la inhibición. Es más, la 
tasa de pérdida de grupos –SH fue más lenta que la inhibición de la actividad ATPasa. Los 
experimentos de MALDI-TOF detectaron al menos 7 aductos HNE-Cys. Las Cys modificadas por 
HNE habían sido previamente descritas como dianas de otros tratamientos, principalmente 
implicados en procesos oxidativos y de envejecimiento (Viner et al., 1999 y 2000; Sharov et al., 
2006; Gutiérrez-Martín y Henao, 2008). 
Numerosos trabajos han reportado la interacción de HNE con proteínas a través de los 
grupos –SH de Cys (Esterbauer et al., 1991; Kadoya et al., 2003; Uchida, 2003; Schaur, 2003). 
Por ejemplo, en el caso de la Ca2+-ATPasa hepática de membrana plasmática tanto la actividad 
ATPasa como el transporte de Ca2+ son dependientes del estado de reducción de los grupo -SH 
de Cys (Di Monte et al., 1984a y b). Por otro lado, se ha descrito que a nivel celular, la oxidación 
de los residuos de -SH bajo condiciones de estrés oxidativo y peroxidación lipídica suele ocurrir 
de forma concomitante a la depleción del GSH celular (Nicotera et al., 1991), siendo los sistemas 
de transporte de Ca2+ sensibles a la modificación del estado redox celular (Tsokos-Kuhn et al., 
1988; Nicotera et al., 1985 y 1989; Moore et al., 1986; Thor et al., 1985). En nuestros resultados 
llevados a cabo con cultivos primarios de cardiomiocitos neonatales mostramos una notable 
depleción de los depósitos celulares de GSH como consecuencia de los tratamientos con HNE, 
previniéndose la generación de ROS observada, así como la depleción de GSH y por tanto la 
muerte celular, cuando se llevan a cabo pretratamientos con compuestos tiólicos como NAC y 
MPG, los cuales son de fácil asimilación celular.  
En el caso de los ensayos llevados a cabo con RS, también se realizaron experimentos 
encaminados a ver compuestos que pudieran proteger frente al daño por HNE. Tras demostrar 
que la Lys515 del dominio de unión a nucleótido era diana de HNE, se pensó en el MgATP como 
un posible agente protector, especulando que la protección mediara mediante un mecanismo de 
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competición que impidiera acceder a HNE a su diana. Los resultados nos mostraron que MgATP 
ejerce una fuerte protección de la actividad ATPasa tras tratamientos con HNE. El hecho de que 
la molécula de adenosina del ATP contenga un grupo NH2 nos llevó a pensar que esta 
protección podía ser en parte debida a una interacción directa entre HNE y ATP, por ello 
empleamos otros nucleótidos con menor afinidad por la enzima como MgADP y MgAMP 
(resultados no mostrados) que también contenían el anillo de adenosina, demostrando que se 
necesitaban altas concentraciones de estos últimos compuestos para obtener una protección 
significativa, lo cual demostraba que era la unión del nucleótido al dominio N la responsable de 
impedir el ataque de HNE a la Lys515.  
La pérdida de grupos –SH, observada tras tratamiento con HNE, fue significativamente 
menor cuando se trataron las muestras en presencia de MgATP. Tras haber concluido que la 
protección por MgATP se debe a su mayor afinidad por unirse a la enzima, impidiendo el acceso 
de HNE a ella, se pasó a analizar la localización de las Cys modificadas en base de la estructura 
secundaria de la enzima (Toyoshima C: http://www.iam.u-tokyo.ac.jp/StrBiol/en/index.html). Tras 
el análisis, concluimos que las Cys que son modificadas por HNE, se localizan en la cabeza 
globular de la enzima, concretamente en los dominios N (Cys471, Cys525 y Cys561) y P 
(Cys614, Cys636, Cys670, Cys674, Cys675), lo cual puede explicar la capacidad de Mg-ATP 
para prevenir en gran medida la pérdida de los grupos –SH. 
Retomando de nuevo el efecto ejercido por HNE sobre la actividad ATPasa, pero esta 
vez centrándonos en los datos de actividad acoplada, es decir, medida en ausencia de 
detergente o ionóforo, observamos cómo se produce un ligero, pero significativo, incremento de 
la tasa de hidrólisis de ATP a bajas concentraciones de HNE, que podría ser como consecuencia 
de una salida de Ca2+ de las vesículas o desacoplamiento. Esta hipótesis se afianzó midiendo la 
acumulación de Ca2+ tanto en vesículas control como tratadas con HNE, así como el eflujo 
pasivo en vesículas de RS cargadas con este ión. Los resultados obtenidos en muestras tratadas 
con HNE, mostraron la incapacidad de las vesículas para acumular Ca2+, así como una mayor 
velocidad del eflujo pasivo de Ca2+. 
Por ser HNE un compuesto altamente lipofílico (Esterbauer et al., 1991) y debido a que 
en algunos trabajos previos se ha demostrado su capacidad para alterar la fluidez de membrana 
(Chen y Yu, 1994; Buko et al., 1996), se postuló que el incremento de la permeabilidad de las 
vesículas como consecuencia de los tratamientos con HNE, se debiera a una alteración de los 
lípidos de la membrana que condujera a la permeabilización de la bicapa lipídica del RS. Esta 
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hipótesis tomó fuerza al demostrar que gran parte del HNE empleado en el tratamiento se 
acumula en la membrana, siendo la cantidad de HNE que permanece en la fase acuosa 
dependiente de la concentración de proteína empleada en el ensayo. Así mismo, la adición de 
PC al medio de reacción también ejerció un efecto protector frente al daño ocasionado por HNE. 
Los resultados de polarización y anisotropía, llevados a cabo con la sonda fluorescente DPH no 
manifestaron cambio alguno. No obstante, antes de descartar nuestra hipótesis y dado que DPH 
se localiza en el interior de la bicapa (Davenport et al., 1985), se empleó otra sonda, TMA-DPH, 
que al ser un derivado catiónico de la anterior se sitúa en la interfase lípido-agua (Kuhry et al., 
1983; Illinger et al., 1993). Al contrario de lo observado por Kadoya et al. (2003), quienes con el 
empleo de TMA-DPH demostraron en sinaptosomas de cerebro bovino una pérdida de la fluidez 
superficial de membrana y no del interior lipídico, en nuestro modelo de membrana, no se 
observaron diferencias significativas en los valores de polarización y anisotropía entre vesículas 
control y tratadas con HNE. Estos resultados se corroboraron con el empleo de LUVETS de 
PC/PE, que se cargaron de manera pasiva con Ca2+ a fin de analizar la salida de Ca2+ tras el 
tratamiento con HNE, no observándose cambio alguno respecto a los controles. Toda esta 
batería de resultados nos permitió descartar a los lípidos de membrana como los responsables 
de la salida de Ca2+ observada tras los tratamientos con HNE.  
En función de todo lo analizado hasta el momento, se pensó que además de la SERCA, 
otra/s proteína/s de las vesículas implicada/s en el mantenimiento de la homeostasis del Ca2+, 
podía/n estar siendo diana/s de HNE, de modo que se viera alterada su funcionalidad, y de esta 
manera la homeostasis de Ca2+ en la vesícula de RS, impidiendo así la acumulación de este ión 
en el interior de la misma. El abordaje experimental para poner de manifiesto lo anteriormente 
indicado se llevó a cabo mediante western-blot, para lo cual se empleó un anticuerpo específico 
frente a aductos HNE-proteína. Los resultados mostraron que tal y como cabía esperar, HNE no 
sólo reaccionaba con SERCA, sino que también lo hacía con otras proteínas mucho menos 
abundantes. Además, la formación de aductos HNE-proteína, aunque era dependiente de la 
dosis de HNE, no se llevaba a cabo de manera estequiométrica. A esto se le sumó el hecho de 
que a concentraciones bajas de HNE (20 y 50μM) la inmunodetección de aductos SERCA-HNE 
fue menos eficiente que las demás bandas observadas. 
Además de la banda correspondiente a SERCA (110kDa), cabe destacar otras dos 
bandas de menor peso molecular (55-65kDa) que podían corresponder a calsecuestrina (CSQ) y 
la glicoproteína M55, cuya presencia en las preparaciones de RS está bien documentada (Saito 
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et al., 1984); y una tercera banda, que migra a la altura de 150-170kDa, que puede ser de gran 
relevancia, ya que datos bibliográficos (Orr et al., 1991; Gechtman et al., 1991; Orr y Shoshan-
Barmatz, 1996; Shoshan-Barmatz et al., 1996) describen la presencia en preparaciones de RS 
de dos proteínas que migran a esta altura, las cuales están implicadas en la regulación de los 
receptores de RyR.  
En el caso de la banda correspondiente a CSQ y M55, la primera toma especial interés 
al estar implicada en la regulación del complejo de salida de Ca2+, formado por RyR, Triadina y 
Junctina, el cual se localiza preferentemente en las cisternas terminales, concretamente en zona 
de la membrana que colocaliza con los túbulos T, donde forma unos agregados moleculares 
visibles a microscopía electrónica (Wagenknecht et al., 2002). La CSQ, además de ser una 
proteína capaz de unir grandes cantidades de Ca2+, tamponando la concentración de Ca2+  en el 
lumen reticular, también tiene una especial relevancia por su papel en la regulación del complejo 
de salida de Ca2+. Cuando las concentraciones de Ca2+ en el retículo son elevadas, CSQ está 
actuando preferentemente como proteína de unión a Ca2+, sin embargo, en condiciones de baja 
concentración de Ca2+ luminal interacciona con el complejo de salida de Ca2+, inhibiéndolo 
(Beard et al., 2005). Los aductos HNE-CSQ mostrados en nuestros resultados podían estar 
modificando la funcionalidad de esta proteína, de tal manera que la regulación ejercida sobre 
RyR fuera deficiente, lo cual se puede traducir en una salida masiva de Ca2+. 
Además de la CSQ, las dos candidatas que migran en la banda de 150-170kDa 
(Sarcalumenina-SAR- e Histidine Rich Calcium Binding Protein-HRC-) también están implicadas 
en la regulación de los RyR. En este caso se ha postulado que la modulación de los RyR sea 
dependiente de fosforilación, de modo que las formas fosforiladas de HRC e SAR actúan 
inhibiendo al canal de RyR, siendo este hecho aplicable tanto a músculo esquelético como 
cardíaco (Orr et al., 1991; Gechtman et al., 1991; Orr y Shoshan-Barmatz, 1996; Hadad et al, 
1999). 
Nuestros resultados de inmunodetección mostraron que estas proteínas de 150-170kDa 
son más sensibles a HNE que SERCA, puesto que a bajas concentraciones de este compuesto 
se observan aductos de HNE con ellas, no siendo apenas perceptible la banda correspondiente 
a SERCA. El empleo de diferentes subpoblaciones de RS (RS-Ligero ó RS-Pesado) confirmó la 
mayor presencia de esta banda en las cisternas terminales del RS (RS-Pesado), donde también 
se localizan los receptores de RyR. Este hecho nos llevó a acotar la identidad de nuestra 
proteína, ya que la SAR, aunque está distribuida por todo el RS es más abundante en los túbulos 
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longitudinales (RS-Ligero), mientras que HRC está especialmente presente en las cisternas 
terminales (Leberer et al., 1990; Hofmann et al., 1989; Damiani y Margreth, 1991). Además, el 
hecho de que el 13% de la secuencia de HRC sean His (Hofmann et al., 1989) y también 
presente una zona rica en Cys, la hace especialmente sensible a HNE, por ser las His y Cys, 
junto con las Lys, las dianas preferenciales de este aldehído (Esterbauer et al., 1991). Por otro 
lado, al contrario de lo que ocurre en SERCA, donde la presencia de MgATP hace a esta 
proteína menos sensible a HNE, la formación de aductos entre HNE y la proteína de 150-170kDa 
no se previene ante la presencia de MgATP en el medio, e incluso si cabe, se ve estimulada.  
Estos resultados nos permiten proponer la siguiente hipótesis: MgATP está siempre 
presente en el citoplasma, hacia el cual está orientado el dominio de unión a nucleótido de la 
SERCA, de modo que en condiciones patofisiológicas que impliquen un estrés oxidativo en el 
que se esté generando HNE, similares a las ensayadas en cardiomiocitos, la SERCA se vería 
muy parcialmente afectada por HNE, de modo que todo el potencial de HNE se estaría dirigiendo 
hacia las proteínas reguladoras de RyR, produciéndose de esta manera una desregulación de la 
homeostasis del Ca2+ intracelular. Serían necesarios estudios posteriores para sustentar 
definitivamente esta hipótesis. 
Profundizando en este tema, en una revisión reciente (Arvanitis et al., 2011) con músculo 
cardíaco, se ha propuesto a HRC como reguladora de los movimientos de Ca2+ en el retículo. 
Además del sistema de regulación de los RyR mencionado anteriormente, está proteína puede 
unir Ca2+ y también regular a la SERCA, con la cual interacciona bajo condiciones de baja 
concentración de Ca2+ luminal, impulsando su capacidad de transporte. Si tal y como 
proponemos en nuestra hipótesis, HNE modifica la funcionalidad de la HRC, este hecho no sólo 
podría ser evidente a nivel de los RyR, sino también a nivel del transporte de Ca2+ llevado a cabo 
por SERCA. A pesar de que la bomba de Ca2+ no se vea afectada de forma directa por el 
tratamiento con bajas concentraciones de HNE, la HRC que sí es muy sensible al aldehído, 
podía perder su capacidad para estimular la tasa de transporte, lo cual agudizaría el efecto de 
HNE en la desregulación de la homeostasis del Ca2+. 
A continuación se muestra un esquema representativo del posible mecanismo de acción 
de HNE propuesto en este trabajo. En el primer esquema queda representado, de forma 
resumida, el funcionamiento de una célula muscular bajo condiciones fisiológicas. Se hace 
hincapié en el papel desempeñado por el RS en estas células, donde los movimientos de Ca2+ 
son principalmente coordinados por este orgánulo. Cabe destacar en esta figura los mecanismos 
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de entrada (ON) y salida (OFF) de Ca2+ al citoplasma celular, que implican al RS, los cuales son 
los principales responsables de la contracción y relajación muscular, respectivamente, que, en el 
caso del miocardio, dan lugar a los procesos de sístole y diástole necesarios para el correcto 
bombeo de la sangre desde el corazón al resto del organismo. Los elevados requerimientos 
energéticos de este tipo celular, quedan plasmados en el esquema a modo de numerosas 











Figura D.1. Esquema representativo de los mecanismos implicados en la regulación de la homeostasis del 
Ca2+ responsable de la contracción/relajación muscular en los que interviene el RS: Los mecanismos 
responsables del incremento del Ca2+ citosólico (Mecanismos ON) se representan mediante flechas azules. En rojo 
se han representado los mecanismos OFF o restauradores del nivel basal de Ca2+ en el citosol. 
Bajo determinadas condiciones patológicas, se ha descrito que los cardiomiocitos son 
sometidos a procesos de estrés oxidativo que implican peroxidación lipídica con la consiguiente 
generación de aldehídos biológicamente activos, siendo el más importante HNE. En nuestro 
modelo de estudio, la forma de mimetizar esta situación es mediante la adición de dosis 
patofisiológicas (5-10µM) de HNE exógeno al cultivo de cardiomiocitos. La entrada de HNE al 
interior de la célula, esperable por el marcado carácter lipofílico de este compuesto, se 
demuestra con los ensayos de protección por antioxidantes, en los cuales la protección de estos 
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compuestos frente a HNE ocurre tras un pretratamiento seguido de la eliminación de los mismos 
previa a la adición de HNE. La capacidad de HNE para atravesar la membrana también se 
evidencia en los ensayos llevados a cabo en vesículas de RS, en las cuales se ha demostrado la 
formación de aductos HNE-proteína con proteínas luminales. También en vesículas de RS se ha 
evidenciado que parte del HNE añadido queda atrapado en la membrana, sin causar 
alteraciones en las propiedades físico-químicas de la bicapa lipídica. Por tanto se propone que 
una vez dentro de la célula, parte del HNE, añadido externamente, ejerce su papel 
patofisiológico que conduce a la muerte celular, sin que nuestros resultados descarten la 
implicación de HNE en la modificación de proteínas de membrana plasmática. 
Por su marcado carácter lipofílico, HNE no tiene dificultad para penetrar en orgánulos 
membranosos como son el RS y la mitocondria. En el caso del RS, se ha propuesto en este 
trabajo que HNE altere la funcionalidad de las proteínas implicadas en la regulación de la 
homeostasis del Ca2+, lo cual se traduce en una sobrecarga de Ca2+ citosólico. La proteína HRC, 
que actúa regulando los RyR implicados en la salida de Ca2+ del RS, es la principal candidata 
por su riqueza en los aminoácidos His y Cys, principales dianas de HNE. A pesar de haber 
demostrado la presencia de aductos entre HNE y SERCA, no consideramos a esta proteína 
como una diana clave para la subida de Ca2+ observada, porque la concentración de HNE 
necesaria para que se altere su funcionalidad es mayor que la empleada en el cultivo. A nivel 
mitocondrial, se produce un incremento en la generación de ROS y una pérdida del ΔΨm, 
ambos fenómenos pueden ser consecuencia directa de HNE o indirecta, ya que una elevación 
del Ca2+ citosólico ha sido implicada en fenómenos que inducen disfunción mitocondrial. Como 
consecuencia de las alteraciones mitocondriales observadas se produce una depleción de ATP. 
Teniendo en cuenta estas alteraciones mitocondriales, todo parece apuntar a que el fenómeno 
de apoptosis, evidenciado por la activación de caspasa-3 y la fragmentación del ADN, esté 
mediado por la vía mitocondrial, no pudiendo descartar otras opciones, tal y como se ha sugerido 
a lo largo de este apartado.  
Una vez dentro de la célula, HNE también puede formar aductos con GSH, lo cual se 
traduce en una bajada de los niveles de GSH libre. Dado su marcado carácter electrofílico, HNE 
puede formar aductos con diferentes moléculas biológicas. Así, en nuestro trabajo llevado a cabo 
con vesículas de RS, se ha demostrado la formación de aductos HNE-proteína, principalmente a 
través de los grupos   –SH de Cys. Este hecho, junto con la depleción de GSH demuestra la 
implicación de HNE con la alteración del estado redox. El hecho de que el empleo de 
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compuestos tiólicos prevenga la muerte inducida por HNE, apoya la hipótesis que propone a la 
alteración del estado redox celular como principal detonante del proceso.    
    
 








Figura D.2. Propuesta de las alteraciones celulares en respuesta a los tratamientos con HNE en 
cardiomiocitos neonatales de rata, en función de los resultados obtenidos en este trabajo: Las flechas en rojo 
representan efectos nocivos de HNE, mientras que las marrones indican los posibles mecanismos de protección 
frente a HNE.  
En un trabajo de Waring (2005) se ha demostrado la implicación del mantenimiento del 
estado redox en el funcionamiento de la célula, lo cual es compatible con nuestros resultados. Si 
este resultado se extrapola a nivel celular, se puede explicar la alteración del citoesqueleto tras 
los tratamientos con HNE como una consecuencia de la interacción de este aldehído con los 
monómeros de actina y tubulina, lo cual se puede traducir en una incapacidad para llevar a cabo 

























































1. Pathophysiological doses of HNE cause cell death in neonatal rat cardiomyocytes, being 
the LC50 4.38μM at 3h. The toxic effect of HNE is dose dependent, as well as time-
dependent, peaking at 3h. It is relevant the increase in Ca2+ cytosolic level at the 
beginning of the treatment (15min), which is accompany by the loss of Ca2+ waves, 
responsible of cell contraction. 
2. The mechanism of cell death is mediated by apoptosis. Mitochondrial alterations (loss of 
ΔΨm and burst of ROS) appear after 1h of treatment with HNE, which could increase the 
cell damage induced by HNE, initiating the signal pathway responsible of capase-3 
activation. As consequence of caspase-3 activity, DNA fragmentation is ostensible at the 
end of the cell death process.  
3. The decrease in ATP level, showed after 3h, is in agreement with an apoptotic process, 
which supports the previous conclusion. The loss of membrane integrity described after 
3h treatment but not after 1h30min is consequence of a secondary necrosis. It is related 
with the cytoskeleton alterations and the loss of GSH pool, which enhance the fragility of 
sarcolemmal. 
4. Pre-treatment with several antioxidant compounds prevent the toxic effect of HNE in 
neonatal rat cardiomyocyte. It is important to highlight the protection observed with the 
essential oil of Thymbra capitata, a natural compound that diminish the cell damage 
induced by HNE. 
5. The effect of HNE on SR vesicles, discard SERCA as HNE main target in the conditions 
employed in cell culture, since high HNE doses (100-500μM), far from pathophysiological 
concentrations, are necessary to affect its functional properties. At low HNE doses 
(<20μM), the covalent modification of proteins implicated in the regulation of Ca2+ release 
through RyR, seems to be the responsible of Ca2+ leak in SR vesicles, and probably in 
the cell. 
6.  Our results suggest that Histidine Rich Calcium Binding Protein (HRC) is the main 
candidate to disrupt Ca2+ homeostasis as a consequence of HNE-treatment owing to its 
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1. CULTIVO PRIMARIO DE CARDIOMIOCITOS NEONATALES DE RATA 
La técnica de obtención de miocitos cardíacos se basa en el método descrito por 
Chlopcíková et al. (2001). El material biológico (ventrículos) se obtienen de ratas Wistar, de 1-3 
días, cuyo sacrificio se lleva a cabo mediante decapitación, extrayendo rápidamente el corazón, 
el cual se pone inmediatamente en una solución de lavado (NaCl 120mM, HEPES 20mM, 
NaH2PO4 0.9mM, Glucosa 5.6mM, KCl 5.4mM, MgSO4 0.4mM pH 7.35/NaOH) a 4ºC, con la 
finalidad de eliminar la sangre de su interior. Tras separar aurículas y ventrículos, a estos últimos 
se les practica una serie de cortes para que la solución de lavado penetre en todo el tejido. Una 
vez se ha realizado este proceso con toda la camada, los siguientes pasos se realizan en 
condiciones de esterilidad. 
 A los fragmentos de ventrículo, sumergidos en la solución de lavado, se les practican 
cortes con un bisturí, obteniendo fracciones de tejido comprendidas entre 1-2 mm3, a fin de 
facilitar la digestión. Tras lavar tres veces con la solución de lavado, se procede a la primera 
digestión, para ello se añaden 10ml de solución enzimática (0.48mg/ml pancreatina+0.48mg/ml 
colagenasa en solución de lavado) y se mantiene con agitación constante durante 5min a 37ºC. 
Una vez ha concluido la primera digestión, se agita el tejido con ayuda de una pipeta pasteur de 
plástico, esperando a que decante para poder retirar el sobrenadante, que se desecha. Esta 
primera digestión es para eliminar células sanguíneas. Al tejido se le añaden otros 10 ml de 
solución enzimática, y se mantiene durante 20min en las condiciones indicadas en el paso 
anterior. Concluido el tiempo de la segunda digestión y tras agitar el tejido, se retira el 
sobrenadante que se traspasa a un tubo que contiene 2ml de suero fetal bovino (FBS, Fetal 
Bovin Serum) para parar la reacción enzimática, añadiendo al tejido decantado 8 ml de solución 
enzimática. Mientras transcurre el tiempo de la tercera digestión (25min), el sobrenadante 
suplementado con FBS de la digestión anterior se centrifuga a 200xg durante 5min, 
resuspendiendo el precipitado obtenido en medio de crecimiento (DMEM:M199 (4:1), Suero de 
Caballo 10%, FBS 5%, Hepes 25mM, Penicilina-Estreptomicina 1% y L-glutamina 1%). Los 
subsiguientes pasos se realizan de la manera indicada previamente, variando el tiempo de 
digestión y el volumen de solución enzimática, los cuales se indican a continuación: 
 Digestión 1 Digestión 2 Digestión 3 Digestión 4 Digestión 5 Digestión 6 
TIEMPO 5min 20min 25min 25min 15min 20min 
VOLUMEN 10ml 10ml 8ml 8ml 6ml 6ml 
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 Una vez se ha terminado con las digestiones, el volumen total de células resuspendidas 
en medio de crecimiento se centrifuga (200xg, 5 min) y el pellet se resuspende en 20ml de medio 
de crecimiento. Dado que lo que se obtiene es una mezcla de células musculares y 
mesenquimales, el segundo tipo de células se debe eliminar en la medida de lo posible, por lo 
que se realiza un preplaqueo durante 2 horas (37ºC, 5% CO2 y 95% O2), para ello as células se 
reparten en dos placas de 10cm, previa filtración (Cell Strainer 70μm, Falcon 352350), con la 
finalidad de retener fragmentos de tejido. Transcurrido este tiempo se retira el medio, arrastrando 
con él las células que están en suspensión, mayoritariamente cardiomiocitos. El fundamento del 
preplaqueo consiste en la velocidad con que ambos tipos celulares se adhieren a la superficie de 
la placa, siendo mayor esta velocidad en el caso de los fibroblastos. Finalmente, tras el recuento 
de células con la ayuda de una cámara Neubauer, el volumen de la suspensión celular se ajusta 
a 500000cel/ml, sembrando 1x106cel/placa 35mm (volumen = 2ml/placa 35mm). En el caso de 
sembrar en otros formatos, se ajusta el número de células en función de la superficie de 
crecimiento. Antes de realizar la siembra, se añade 20μM de AraC (Citosina β-D-Arabino-
Furanósido) por ml de suspensión celular, ya que se trata de un compuesto antimitótico que 
impide la proliferación de los fibroblastos que hayan quedado en el cultivo. 
 El cultivo se mantiene en un incubador de CO2 a 37ºC, con 95% de aire y 5% de CO2. El 
medio de crecimiento se le cambia a las 24h (1ºDIV), después de este primer cambio de medio, 
las células han formado ya una monocapa confluente, como consecuencia de haber 
incrementado su volumen y se observa que espontáneamente se contraen de manera 
sincrónica. En este momento el cultivo está listo para realizar los tratamientos, pero es 
conveniente cambiar a medio sin suero 12h antes de que se lleven a cabo los tratamientos, para 
evitar la interferencia de las proteínas del suero con los agentes a tratar, así como con los 
diferentes métodos de detección. Los tratamientos, a no ser que se indique lo contrario, tienen 
lugar en el 4ºDIV, por lo tanto la depleción de suero se hace en 3ºDIV, justamente 48h después 
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2. ENSAYO DE MATRIZ 
En Chlopcíková et al. (2001) se describen diferentes matrices sobre las que pueden 
adherirse los cardiomiocitos neonatales. Inicialmente empleamos gelatina al 1%, teniendo 
problemas con esta matriz a la hora de sembrar las células en cristal, de modo que realizamos un 
ensayo de matriz (Figura MM.1A), empleando las siguientes matrices: colágeno (12μg/ml), 













Figura MM.1. Ensayo de matriz: (A) El cultivo primario de cardiomiocitos de ratas neonatales se sembró en 
cristales de 22x22mm recubiertos con diferentes matrices (colágeno 12μg/ml; fibronectina 5μg/ml; fibronectina 
5μg/ml+colágeno 12μg/ml; gelatina 1% y poli-D-lisina 10μg/ml) tanto a una densidad de 1x106 células por placa de 
35mm como 2x106 células. Se tomaron imágenes con microscopía de transmisión a las 24, 48, 72 y 96 h de haber 
realizado el cultivo. Las imágenes mostradas en el panel A están tomadas en 2ºDIV (48h). (B) Viabilidad, medida 
por reducción de MTT, de cardiomiocitos en 4ºDIV sembrados placas de 24 pocillos (plástico) recubiertas con 
fibronectina 5μg/ml+colágeno 12μg/ml o gelatina 1% a una densidad de 237500 células/pocillo  (equivalente a 1x106 











































 Los resultados del ensayo de matrices, nos llevaron a emplear fibronectina + colágeno 
como matriz estándar, a no ser que se indique lo contrario, ya que en estas condiciones además 
de ser donde se observaba una mayor tasa de contracción espontánea, la morfología celular era 
más homogénea. El panel B de la figura MM.1, muestra como en plástico, las células 
presentaban una viabilidad similar cuando se ha empleado gelatina o fibronectina+colágeno, lo 
cual hace comparables los primeros ensayos, hechos sobre matriz de gelatina, con los que se 
harán a lo largo del trabajo empleando fibronectina y colágeno. 
3. TRATAMIENTOS 
Los tratamientos de ambos tipos celulares, se llevaron a cabo en los momentos 
indicados en los apartados correspondientes, tras deplecionar las células de suero durante 12h 
(a menos que se indique otra cosa). El tratamiento se realizó en medio Locke K5 (NaCl 154mM, 
NaHCO3 4mM, KCl 5mM, HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 
7.4/NaOH). En el caso de las muestras control, se empleó Locke K5 suplementado con el 
vehículo de HNE, que puede ser Etanol o DMSO. 
4. FIJACIÓN E INMUNOCITOQUÍMICA 
 Para realizar experimentos de inmunocitoquímica (ICQ) es necesario que las células se 
siembren sobre cristales de 15mm de diámetro recubiertos con una matriz de fibronectina y 
colágeno. Las células en 4ºDIV son lavadas dos veces con PBS 1x (NaCl 137mM, Na2HPO4 
4.3mM, KCl 2.7mM, KH2PO4 0.4mM pH 7.4/NaOH) a temperatura ambiente (TA: Temperatura 
Ambiente), a continuación se fijan las células con p-formaldehído (Polysciences, Inc. Ref. 18814) 
4% (en PBS, TA) y de deja incubar durante 15 min., lavando 3 veces con PBS-Glicina 100mM 
(5min/lavado, con agitación constante). Las células se permeabilizan con PBS-Tritón-X100 0.1% 
durante 4 min., lavando a continuación con abundante PBS.  
En primer lugar, para el bloqueo de los epítopos inespecíficos, las monocapas se 
incubaron durante 30 min a temperatura ambiente con solución de bloqueo (PBS-BSA 0.1%). A 
continuación, se añadió el anticuerpo primario diluido a la concentración establecida en cada 
caso en solución de bloqueo, incubándose a temperatura ambiente en una cámara húmeda 
durante 1h. Después de lavar el anticuerpo primario con PBS, se añade el anticuerpo secundario 
diluido en solución de bloqueo y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente en cámara 
húmeda. Tras unos lavados adicionales con PBS, los núcleos se tiñeron con DAPI 2 M (en 
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PBS) durante 10 minutos a temperatura ambiente o Hoechst 33342 10 g/ml (30min, TA). Tras 
eliminar el exceso de DAPI o Hoechst mediante otro lavado con PBS, se montaron los cristales 
sobre portaobjetos con PBS:Glicerol (1:1). Las observaciones se llevaron a cabo mediante 
microscopía confocal (FV1000 Olympus) en el Servicio de Técnicas Aplicadas a la Biociencia de 
los Servicios de Apoyo a la Investigación de la Universidad de Extremadura (STAB-SAIUEx). 
5. TINCIÓN DE LAS FIBRAS DE ESTRÉS CON RODAMINA-FALOIDINA (Rho-Pha) 
Las células se cultivaron en cristales de 15mm de diámetro y tras la depleción de suero y 
en su caso, posteriores tratamientos, las células se lavaron con PBS y se fijaron y 
permeabilizaron tal y como se describe en el apartado inmunocitoquímica. Igualmente, siguiendo 
el protocolo descrito en el apartado anterior, se llevó a cabo el bloqueo de los epítopos 
inespecíficos. La incubación con Rho-Pha se llevó a cabo durante 30min a temperatura ambiente 
y en oscuridad, empleándose 0.25U Rho-Pha/cristal (en PBS). En el caso de realizar esta tinción 
de manera conjunta a la inmunocitoquímica, la Rho-Pha se adicionó después del anticuerpo 
secundario. La tinción de los núcleos se realizó con DAPI o Hoechst 33342 (ver 
inmunocitoquímica), empleando PBS:Glicerol para el montaje en porta-objetos. Las 
observaciones se llevaron a cabo mediante microscopía confocal (FV1000 Olympus/ STAB-
SAIUEx). 
6. VIABILIDAD CELULAR 
6.1. Método de reducción de MTT 
El ensayo colorimétrico de reducción de MTT a formazán es un método muy útil en el 
caso de células con altos requerimientos energéticos, ya que refleja el estado metabólico de la 
célula. El método se basa en la capacidad de la actividad reductasa mitocondrial para reducir el 
MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolium) a formazán, reacción que se lleva a cabo 
acoplada a los sistemas redox dependientes de NADPH y NADH (Gómez et al., 1997). La sal 
tetrazólica amarilla (MTT) se reduce a formazán, compuesto de color azul-violáceo, el cual es 
soluble en disolventes orgánicos como el dimetil sulfóxido (DMSO) y presenta un pico de 
absorbancia con un máximo a 490nm. 
 Para determinar la viabilidad con este método, es necesario establecer el tiempo óptimo 
de reacción (Figura MM.2). Las condiciones óptimas para llevar a cabo el ensayo requieren que 
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al menos 8 h antes del mismo, las células permanezcan en un medio libre de suero, ya que las 






Figura MM.2. Cinética de reducción de MTT a formazán: Para la determinación de la cinética de reducción de 
MTT a formazán se utilizaron cardiomiocitos en 4ºDIV. El ensayo se inició al añadir MTT 0.15 mg/ml en Locke K5 
(2ml/placa 35mm; 0.5ml/pocillo en placa de 24pocillos) y se paró al aspirar el medio tras diferentes tiempos de 
incubación (en estufa a 37ºC). Seguidamente se determinó la absorbancia del formazán disuelto en  DMSO 
(490nm).  
Se toma una placa y tras aspirar el medio de crecimiento, se lavan las células dos veces 
con PBS y se les añade una solución de Locke K5 (NaCl 154mM, NaHCO3 4mM, KCl 5mM, 
HEPES 10mM, glucosa 5mM, CaCl2 2.3mM, MgCl2 1mM, pH 7.4/NaOH) que contiene MTT 0.15 
mg/ml. Las placas se mantienen en el incubador durante el tiempo establecido, extraído de la 
Figura MM.2, a continuación y tras eliminar el sobrenadante, se le añade el DMSO, agitando bien 
la placa para asegurar una completa solubilización del formazán. La cantidad de formazán 
generado se determina espectrofotométricamente midiendo la diferencia de absorción entre 
490nm (máximo de absorción) y 700nm (línea base del DMSO). La mayor producción de 
formazán (mayor absorbancia) se corresponde con una mayor actividad reductasa y por tanto 
mayor viabilidad. 
6.2. Exclusión del colorante Trypan Blue 
Como método alternativo a la reducción de MTT, se empleó el ensayo de tinción con 
Trypan Blue, basado en la exclusión de este colorante por  las células viables.  
Tras eliminar el medio de cultivo, se añade a cada placa 1ml de una disolución de trypan 
blue al 0.4% en PBS. Tras 3 minutos de incubación a temperatura ambiente se elimina el 
colorante y se lavan con PBS, realizando el recuento de las células muertas (azules) y viables. 























Tiem po (m in)
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Para que los datos tengan validez estadística se procuró contar como mínimo 500 células entre 
diferentes campos. 
6.3. Liberación de Lactato Deshidrogenasa (LDH) 
 La enzima LDH se expresa constitutivamente en todas las células, por tanto un ensayo 
que determine la liberación de la misma al medio es un método útil a la hora de evaluar 
mecanismos de muerte celular que conlleven desintegración de la membrana plasmática, como 
es el caso de la necrosis (Kim et al., 2009). 
 Para llevar a cabo este ensayo se siguió el protocolo descrito en Hallmann et al. (2005) 
con ligeras modificaciones. Una vez finalizados los tratamientos, se retira el medio de la placa, 
lavando las células que permanecen adheridas con PBS. Mientras se realizan los subsiguientes 
pasos con las placas, el medio de cultivo que se ha retirado inicialmente, en el que se 
determinará la actividad LDH libre, se mantiene a 4ºC, temperatura a la que se realizará todo el 
proceso. La actividad LDH citosólica  se estimará tras lisar las células con PBS-Tritón X-100 
0.1%. De forma independiente se centrifugan tanto el resultado de la lisis como el medio de 
cultivo durante 5min a 1500xg, utilizando los sobrenadantes para el ensayo que se lleva a cabo 
midiendo a 340nm la desaparición de NADH en la cubeta de medida como consecuencia de la 
reacción que se indica a continuación: 
                    NADlactatoLHNADHPiruvato LDH  
 La solución de ensayo empleada estaba compuesta por Tris-HCl 50mM  pH 7.4 y Na-
Piruvato 1mM. Tras adicionar la muestra, la reacción se dispara por la adición de NADH 0.15mM. 
La temperatura de medida es 25ºC y la liberación de LDH es expresada como el ratio entre LDH 
libre y LDH citosólica. 
7. DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS INDICATIVOS DEL ESTADO 
BIOENERGÉTICO Y REDOX DE LA CÉLULA 
7.1. Determinación de la carga energética 
La carga energética (C.E.) constituye una estimación cuantitativa del estado energético 
de la célula (Perret, 1986) y queda definida por la expresión:   
)/()5.0(.. AMPADPATPADPATPEC  
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Para el cálculo de la misma es preciso determinar la concentración de ATP, ADP y AMP. 
El protocolo para la determinación de estos nucleótidos podría dividirse en dos fases: (7.1.1) 
obtención de nucleótidos y (7.1.2) determinación de la concentración de los nucleótidos. 
7.1.1.   Obtención de nucleótidos 
Los nucleótidos se degradan rápidamente por enzimas intracelulares hasta nucleósidos 
y finalmente a bases nitrogenadas. Por ello el método elegido para la extracción de los 
nucleótidos debe ser reproducible y compatible con el método de detección de los nucleótidos. 
En nuestro caso hemos realizado el método de la desproteinización con ácido perclórico (PCA) 
seguido de neutralización con KOH (Gutiérrez-Martín et al., 2005).  
Para ello necesitamos 2 placas de 3.5cm de diámetro por tratamiento. Se elimina el 
medio de cultivo de cada placa, se lava con 2ml de PBS frío y se añaden 0.3ml de tampón TE 
(Tris 10mM, EDTA 1mM pH 8/HCl) frío por placa, despegando la monocapa de células de ambas 
placas con ayuda de un scraper. Seguidamente se transfieren a un tubo Eppendorf en hielo, en 
el que se homogeniza el lisado mediante pases por aguja de 25G. Después de tomar una 
pequeña fracción para determinar la concentración de proteína, se añade PCA hasta una 
concentración final de 3.3% (p/v), para eliminar las proteínas del lisado. Se agita vigorosamente 
con vórtex durante 25-30 segundos y se centrífuga a 10000xg durante 10 min para eliminar el 
precipitado proteico. El sobrenadante se neutraliza con KOH, de modo que el pH final se sitúe 
entre 7.0 y 7.5. El precipitado de perclorato potásico se elimina por centrifugación a 10000xg 
durante 20 min a 4ºC. Se recoge el sobrenadante y se comprueba el pH, que debe estar entre 
7.0-7.5, y se congela a -80ºC. Después de al menos 15 min., se descongelan y se centrifugan 
durante 10min a 13800xg. Recogemos el sobrenadante que se emplea para determinar la 
concentración de nucleótidos. 
7.1.2. Determinación de la concentración de ATP, ADP y AMP intracelular 
Para determinar la concentración de ATP se utiliza el método descrito por Estabrook 
(1967). Utilizando el sistema de enzimas acopladas hexoquinasa/glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa (HK/G6PDH) en una mezcla de reacción (donde se realizan las medidas 
espectrofotométricas a 25ºC y a una longitud de onda de 340nm). Para ello se añade 0.1 ml de 
muestra a la mezcla de reacción (Tes 50mM, KCl 10mM, MgCl2 10mM, EDTA 5mM, glucosa 
10mM, NADP 0.2mM, 2μg glucosa-6-fosfato deshidrogenasa pH 7.4/KOH) y tras la adición de 
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1μg de HK se determina el aumento de absorbancia correspondiente a la transformación del 




                       
Por cada mol de ATP consumido se forma 1 mol de NADPH el cual se puede detectar 
espectrofotométricamente. 
Para calibrar la señal producida por la muestra, se añaden diferentes cantidades de ATP 
conocidas (1, 2 y 5nmoles) a la cubeta de medida, que servirán para construir nuestra recta 
patrón para cada experimento. 
En la determinación de la concentración de ADP intracelular se utiliza una mezcla de 
reacción diferente (Tes 50mM, KCl 10mM, MgCl2 10mM, PEP 0.42mM, NADH 250mM, piruvato 
quinasa (PK) 15mg, lactato deshidrogenasa (LDH) 10mg pH 7.4/KOH) en la que tras la adición 
de 0.4ml de muestra determinamos la oxidación del NADH al registrar el cambio de absorbancia 
a 340nm, que se produce durante las siguientes reacciones enzimáticas.  
                      
  
Siendo PEP: fosfoenol-piruvato, PK: piruvato kinasa y LDH: lactado deshidrogenasa. Por 
cada mol de ADP, se consume 1 mol de NADH. 
Para la determinación del AMP intracelular, utilizamos la misma cubeta que para el 
cálculo de ADP, pero en este caso iniciamos la reacción con la adición de 1.5μl de mioquinasa, 
la cual utilizará el AMP presente en la muestra para sintetizar ADP que se utilizará para el ciclo 
de reacciones anteriormente descrito. 

























Dado que la mioquinasa cataliza la generación de 2 moles de ADP, consumiendo 1 mol 
de AMP (y otro de ATP), será la mitad del incremento de absorbancia detectado el que se 
corresponda con la cantidad de AMP presente en la muestra. 
7.2. Determinación de la concentración de GSH 
La determinación de la concentración de glutation total (GSH + GSSG) se realizó según 
el protocolo descrito por Orfanos et al. (1980), salvo algunas modificaciones para adaptar el 
método a nuestras condiciones.  
Para ello, utilizamos 2 placas de 3.5cm de diámetro por cada condición y tras eliminar el 
medio de cultivo de cada placa, se lavan con 2ml de PBS frío y se añaden 0.3ml de tampón TE 
frío por cada placa, donde se recogen las células. A continuación se transfieren a un tubo 
Eppendorf en hielo, en el que se homogeniza el lisado a través de pases por aguja de 25G y 
después de tomar una pequeña fracción para determinar la concentración de proteína, se añade 
PCA al 3.3% (p/v) para eliminar las proteínas del lisado. Se agita vigorosamente con vórtex 
durante 25-30 segundos y se centrífuga a 10000xg durante 10min para eliminar el precipitado 
proteico. El sobrenadante se divide en dos fracciones, una para determinar la concentración de 
glutatión total y la otra para determinar la concentración de GSSG. 
A la fracción destinada a determinar la concentración de GSSG inicial en las células se 
le añaden 20μl de 2-vinilpiridina (2-VP)/ml de muestra, para derivatizar el GSH existente en ella. 
Se agita durante 1 min enérgicamente y se incuba a 25ºC durante 60 min. 
La otra fracción, en la cual se determina la concentración de glutatión total, se mantiene 
en hielo todo ese tiempo, transcurrido el cual las dos fracciones se neutralizan con KOH 
alcanzando un valor de pH entre 6.5 y 7.5. El precipitado de perclorato potásico se elimina por 
centrifugación a 10000xg durante 20min a 4ºC. Se recoge el sobrenadante y se comprueba el 
pH, que debe estar entre 7.0-7.5, si es así, las muestras se congelan a -80ºC. Después de al 
menos 15 min., se descongelan y se centrifugan 10min a 13800xg. Recogemos el sobrenadante 
que se emplea para determinar la concentración de glutatión total y de GSSG presente en cada 
cultivo celular.  
Para determinar la concentración de glutation se utiliza una mezcla de reacción 
(NaH2PO4  100mM, EDTA 5mM, NADPH 0.25mM, pH 7.5) a 25ºC y se registra la absorción de la 
muestra a 412nm, hasta que se termostatice. A continuación se le añade 120U/mg de glutation 
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reductasa (GR). La adición de 5-5’-ditiobis (2-nitrobenzoato) (DTNB) 240 M inicia la reacción y 
permite determinar el glutation total presente en la cubeta.  
 
 
En estas reacciones GSSG y GSH representan a glutation oxidado y reducido 
respectivamente, GR representa a la glutation reductasa, DTNB representa 5-5´-ditiobis (2-
nitrobenzoato) y TNB al 5-tio-2-nitrobenzoato. 
El incremento de absorción producido durante los 10 primeros min. de la reacción nos 
indicará la cantidad de 5-tio-2-nitrobenzoato generado tras extrapolar su absorción a una recta 
de calibrado realizada previamente en las mismas condiciones y a partir de concentraciones de 
GSH conocidas. Dado que 1 mol de GSH produce 1 mol de 5-tio-2-nitrobenzoato, podemos 
estimar la concentración de GSH total por mg de proteína de cada muestra. 
El glutation detectado en las muestras derivatizadas con 2-VP es el GSSG mientras que 
el GSH se obtiene a partir de la diferencia entre la cantidad del glutation total y la de GSSG.  
8. DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (ΔΨm) 
El potencial de membrana mitocondrial se analizó en células vivas, para ello se empleó 
la sonda fluorescente Tetrametil Rodamina Metilester (TMRM). TMRM es un compuesto 
catiónico que se incorpora fácilmente a la célula y al ser secuestrado por una mitocondria activa 
emite fluorescencia, perdiéndose esta capacidad en el caso de la pérdida del ΔΨm.  
El protocolo seguido para analizar el ΔΨm en ambos tipos celulares fue el siguiente: 
transcurridos los tratamientos, se incubaron las células con TMRM 2nM y Hoechst 33342 
10μg/ml durante 30min. El medio en que se realizó la incubación fue PBS. Tras la media hora de 
incubación, las muestras se analizaron mediante microscopía confocal (FV 1000 Olympus/STAB-
SAIUEX), siendo λexc y λems 549 y 573nm, respectivamente, para TMRM y 352 y 461nm en el 









9.  GENERACIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ROS) 
En la cuantificación de especies reactivas del oxígeno (ROS), se ha empleado 
Diclorofluoreceína Diacetato (DCFH-DA), compuesto permeable no fluorescente, que una vez en 
el interior de la célula, es cortado por las esterasas intracelulares, quedando libre DCFH, el cual 
es susceptible de oxidación por acción de ROS, generándose el compuesto fluorescente DCF. 
Por tanto la fluorescencia emitida por DCF sirve para evaluar la presencia de ROS en la célula. 
El análisis de la generación de ROS se llevó a cabo mediante microscopía confocal (FV 
1000 Olympus/STAB-SAIUEX), tras haber incubando las células con DCFH-DA 0.4μM y Hoechst 
33342 10μg/ml durante el tratamiento. A falta de 5min para la finalización de los tratamientos, se 
le adiciona PI 0.00025%. Las longitudes de onda de excitación y emisión fueron:488nm/525nm 
para DCF; 405nm/440nm para Hoechst 33342 y 488nm/650nm en el caso de PI. 
10. ANÁLISIS DE LOS NIVELES DE Ca2+ CITOSÓLICO 
Para la determinación de la concentración de Ca2+ en el citosol ([Ca2+]i) se empleó el 
indicador ratiométrico Fura-2-AM, el cual presenta un espectro de excitación variable, en función 
de la [Ca2+]i, presentando un máximo situado a 340nm, que corresponde con la forma unida a 
Ca2+ (fura-2-Ca2+) y otro a 380nm, que corresponde a la forma del indicador libre (fura-2), a una 
longitud de onda de emisión de 510nm. La existencia de un punto isosbéstico a 360nm, permite 
controlar ciertos artefactos como la extinción de fluorescencia. 
Debido a que la constante de disociación (KdCa2+) de fura-2/Ca2+ es 225nM, hace a esta 
sonda especialmente adecuada para determinar valores de Ca2+ citosólico comprendidos entre 
20nM y 10μM (Thomas, 1991). 
Para realizar la medida de Ca2+, en primer lugar se tienen que cargar las células, lo cual 
se realiza con Fura-2-AM. Fura-2 es un anión policarboxilato, cuyos grupos carboxílicos son 
esenciales para su sensibilidad a Ca2+, por tanto, los grupos esterificados a los mismos deben 
ser eliminados una vez que el indicador ha penetrado en la célula, este hecho lo llevan a cabo 
las esterasas intracelulares. 
 La carga se llevó a cabo en medio sin suero durante 45min a 37ºC, habiéndose 
mantenidas las células en medio completo (con suero), hasta el momento de llevar a cabo la 
carga. Tras cargar las células con Fura-2, se realizaron los tratamientos en medio Locke K5, 
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registrando las ondas de Ca2+ a tiempo 0 y tras 15min de tratamiento. En el análisis se empleó 
un microscopio de célula viva CellR (Olympus/STAB-SAIUEX), con atmosfera controlada (37ºC y 
5%CO2). Las longitudes de onda de excitación utilizadas fueron 340 y 380nm. Para registrar los 
valores de fluorescencia se empleó un espejo dicroico de 510nm. El registro de la emisión de 
fluorescencia consta de tres registros simultáneos: (1) emisión de fluorescencia utilizando una 
excitación de 340nm (F340); (2) emisión de fluorescencia utilizando una excitación de 380nm 
(F380) y (3) el registro del cociente (relación de fluorescencia, R = F340/F380) entre la emisión de 
fluorescencia con una longitud de onda de excitación de 340nm y la emisión de fluorescencia 
con una longitud de onda de 380nm.  
11. ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR 
El análisis del ciclo celular se realizó mediante citometría de flujo, determinando la 
distribución celular en las distintas fases del ciclo (G0/G1, S, G2/M), utilizando el protocolo de 
Vindelov, mediante el cual se extraen los núcleos celulares, que se marcan con PI, el cual, al 
unirse al ADN de manera estequiométrica nos da el contenido de ADN de cada célula.  
Este ensayo, es muy útil a la hora de analizar el tipo de muerte celular, ya que permite 
distinguir apoptosis de necrosis, basándose en el hecho de que la muerte apoptótica se 
caracteriza por una fragmentación del ADN, la cual queda en evidencia en el perfil del ciclo 
celular mediante la aparición de un pico hipodiploide. 
Para llevar a cabo el Protocolo de Vindelov, en primer lugar hay que retirar el medio de 
la placa y centrifugarlo (2500rpm, 5min), desechando el sobrenadante, con la finalidad de 
recoger las células muertas en suspensión. A continuación, a las células adheridas a la placa se 
les añade la Solución de Vindelov (Tris/HCl 10mM, ClNa 10mM, RNAasa 0.1mg/ml y Tween-20 
0.1%), a las cuales se les somete a pipeteo suave hasta que se comienzan a desprender los 
núcleos. El contenido de la placa se pasa a los tubos que contienen el precipitado de células en 
suspensión, y tras pipetear suavemente se vuelve a centrifugar (3000rpm, 8min), desechando de 
nuevo el sobrenadante y resuspendiendo el pellet que contiene los núcleos en 500μl PBS1x. Por 





12. ACTIVIDAD CASPASA-3 
La activación de caspasas juega un papel esencial en el desarrollo y progresión de la 
apoptosis.  En este trabajo, se analizó la activación de la caspasa-3, para lo cual se empleó un 
kit de detección de caspasa-3 (CaspGLOW Fluorescein Active Caspase-3 Staining Kit, Ref. K183 
BioVision), que se basa en el empleo del inhibidor no tóxico de caspasa-3 DEVD-FMK conjugado 
con FITC. 
Las células se sembraron en cristales de 15mm de diámetro recubiertos con fibronectina 
y colágeno. Los tratamientos se realizaron del modo convencional, añadiendo un control 
negativo, que consistió en suplementar el tratamiento más letal con el inhibidor de caspasa-3 Z-
VAD-FMK (1μl/ml). Transcurrido el tiempo establecido para los tratamientos, se adicionó al 
medio 1μl/ml de FITC-DEVD-FMK y Hoechst 33342 10μg/ml, manteniéndose en estas 
condiciones durante otros 30min. FITC-DEVD-FMK penetra en la célula donde se une de manera 
irreversible a la caspasa-3 activa, emitiendo fluorescencia a 535nm al ser excitado a 485nm,  
pudiendo detectarse mediante microscopía confocal. Tras los 30min de incubación con el 
sustrato, se retiró el medio de las células, que se lavaron con el tampón del lavado del kit, 
manteniendo las células en este medio. 
13. PREPARACIÓN Y TRATAMIENTO DE VESÍCULAS DE RETÍCULO 
SARCOPLÁSMICO 
La preparación de vesículas de retículo sarcoplásmico (RS) a partir de músculo 
esquelético de conejo se llevó a cabo según el procedimiento descrito por McLennan (1970) y 
Champeil et al. (1985), con las modificaciones introducidas en Cuenda el al. (1990) para reducir 
la contaminación en fosforilasa de glucógeno en la preparación final.  
  El protocolo comienza con el sacrificio de un conejo albino (New Zealand) que se ha 
mantenido en ayuno durante dos días con la finalidad de reducir el contenido en fosforilasa de 
glucogéno de la preparación final, (Cuenda et al. 1994). La muerte se lleva a cabo mediante 
dislocación cervical y desangrado rápido para evitar la acumulación de sangre en el músculo. A 
continuación y tras retirar la piel se extrae el músculo esquelético de las patas posteriores, 
colocándolo inmediatamente en hielo. La celeridad es crítica para asegurar una correcta 
preservación de las propiedades de la enzima. A partir de este momento todo el proceso se 
realizará entre 0 y 4ºC, para evitar proteólisis indeseadas. 
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 El músculo obtenido se pesa y se le añade tampón KCl 120mM, EDTA 0.5mM, PMSF 
0.1mM, β-MeOH 2mM, Imidazol-HCl 5mM pH 7.45 a 4ºC, en relación 3:1 (v/p), triturándose hasta 
conseguir un preparado homogéneo, el cual se centrifuga a 1600xg durante 15 minutos a 4ºC. El 
sobrenadante se recoge y se filtra a través de gasas estériles humedecidas con agua destilada, 
ajustando finalmente el pH a 7.45 con Tris concentrado. Se somete a una nueva centrifugación a 
10000xg durante 20 minutos a 4ºC y se vuelve a filtrar el sobrenadante de igual manera, 
ajustando de nuevo el pH a 7.45 con Tris. La finalidad de estas dos centrifugaciones a baja 
velocidad es la eliminación de grasas, células y restos de tejidos no homogeneizados en el 
proceso de trituración. 
 El sobrenadante filtrado se vuelve a someter a otra centrifugación a 44000xg a 4ºC 
durante 50 minutos. En esta ocasión se desecha el sobrenadante a fin de descartar metabolitos 
y proteínas solubles, evitando así que los restos lipídicos que quedan en suspensión se pongan 
en contacto con el precipitado, el cual se resuspende en tampón de alta fuerza iónica (KCl 1M, 
PMSF 0.1mM, β-MeOH 2mM, Tes/Tris 10M, pH 7.45 a 4ºC), procurando no incluir los 
contaminantes mitocondriales que en ocasiones pueden aparecen en el fondo del tubo. A 
continuación, se hace una homogeneización mecánica y se ajusta el pH a 7.45, dejando incubar 
durante 2 horas a 4ºC. Se usa la mayor cantidad de volumen posible para eliminar la fosforilasa 
de glucógeno adsorbida a la membrana de RS (Cuenda et al., 1994). En presencia de dicho 
tampón con alta fuerza iónica además se consigue eliminar otras proteínas, como la actomiosina, 
que también se encuentra adherida a membrana. 
 Por último se centrifuga a 78000xg durante 30 minutos a 4ºC, desechando el 
sobrenadante y tomando el precipitado que contiene las vesículas de RS purificadas, el cual se 
resuspende y se homogeneiza en un tampón que contiene Sacarosa 250mM, KCl 100mM y 
Tes/Tris 50mM, pH 7.4 a 4ºC. Se reparte en alícuotas que se conservarán a -80ºC, siendo en 
estas condiciones funcionalmente activas durante varios meses. La concentración de proteínas 
varía entre 25 y 40 mg/ml. 
 A menos que en el texto se indique lo contrario, el tratamiento de las vesículas de RS 
con HNE se llevó a cabo incubando 1mg/ml de vesículas con HNE a 37ºC, en un medio que 
contenía Sacarosa 250mM, KCl 100M y Tes/Tris 50mM a pH 7.4, de modo que el único Ca2+ 
presente en el medio es el Ca2+ contaminante y el Ca2+ endógeno de las propias vesículas, lo 
cual puede estar en una concentración del rango de μM. 
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 El RS enriquecido en cisternas terminales o “RS pesado”, así como el rico en túbulos 
longitudinales o “RS ligero” se obtuvieron mediante centrifugación en gradiente de Sacarosa, tal 
y como se describe en Saito et al. (1984).  
14. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS 
14.1. Método espectrofotométrico (de Foresta et al., 1994)  
El método utilizado para la estimación de la concentración de proteína en las 
preparaciones de RS fue mediante la medida de absorción de la muestra a longitud de onda de 
280nm en SDS 1%, teniendo en cuenta que la absorbancia de 1mg/ml de vesículas de RS 
presenta un valor de densidad óptica de 1. 
14.2. Método de Bradford modificado (Bradford, 1976) 
Además del método espectrofotométrico, la concentración de proteínas en vesículas de 
RS se mide usando el método Bradford modificado, con la finalidad de comprobar la validez del 
resultado obtenido.  
En un volumen final de 400μl se añaden entre 2 y 4μl de muestra. A continuación se 
añaden 400μl de reactivo Coomassie Plus Protein. Tras una agitación enérgica se mide la 
absorción a 595nm. Los valores obtenidos se llevan a una recta patrón construida con 
concentraciones conocidas de proteína estándar albúmina de suero bovino (BSA). 
15. MEDIDAS DE ACTIVIDAD ATPasa 
La determinación de la actividad Ca2+-ATPasa de retículo sarcoplásmico se realizó 
espectrofotométricamente empleando el “sistema de enzimas acopladas” descrito en Cuenda et 
al. (1990) y en de Foresta et al. (1992). De esta manera, el ADP resultante de la hidrólisis de 
ATP necesario para el transporte de calcio al interior de la vesícula de RS, es empleado por la 
enzima piruvato kinasa (PK), la cual emplea fosfoenol piruvato (PEP) y ADP como sustratos para 
producir ATP y piruvato. A continuación, el piruvato es reducido a lactato por la enzima lactato 
deshidrogenasa (LDH) con la consiguiente oxidación de una molécula de NADH. Teniendo en 
cuenta que se trata de una reacción estequiométrica, por cada mol de ATP que hidroliza la 
bomba, un mol de NADH es oxidado, dando lugar a una disminución de la absorbancia a 340nm, 
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longitud de onda a la cual se produce el máximo de absorción del NADH. La secuencia de 







Figura MM.3. Ensayo de enzimas acopladas para la medida de actividad Ca2+-ATPasa 
 En la mayor parte de los experimentos, a no ser que se indique lo contrario, la actividad  
Ca2+-ATPasa  se determinó tras diluir la muestra a 5μg/ml en un medio de ensayo, mantenido a 
20ºC, el cual está compuesto por: Tes/Tris 50mM (pH 7.50), KCl 100mM, MgCl2 1mM, CaCl2 
0.1mM y EGTA 0.05mM, al cual se le añadieron todos los componentes necesarios para llevar a 
cabo el ensayo de enzimas acopladas: MgATP 5mM, PEP 1mM, NADH 0.25mM, PK 0.05mg/ml 
y LDH 0.05mg/ml. A menos que se indique otra cosa, este medio se suplementó también con 
1mg/ml del detergente no iónico C12E8, el cual solubiliza la membrana, de modo que la actividad 
ATPasa es similar a la obtenida en presencia de ionóforos como A23187 (calcimicina). A la 
actividad obtenida en presencia de detergente o ionóforo, se le denomina actividad desacoplada, 
y se corresponde con los valores máximos de transporte de la bomba,  ya que tanto la 
solubilización de la membrana por acción del detergente, como la formación de canales por el 
ionóforo, hacen que se pierda la estanqueidad de las vesícula, impidiendo la acumulación del 
Ca2+ en el interior de las mismas. En determinados experimentos, la determinación de la 
actividad ATPasa se llevó a cabo en vesículas nativas (no solubilizadas con C12E8 o sin 
tratamiento con A23187), en este caso la tasa de hidrólisis de ATP fue mucho menor, ya que la 
acumulación de Ca2+ en el interior de las vesículas ocasiona una inhibición de la bomba, de 
modo que se ralentiza el transporte de Ca2+ y por consiguiente la hidrólisis de ATP. A esta 
actividad basal se le denomina también “actividad ATPasa acoplada”, ya que está acoplada a la 
salida del Ca2+ de las vesículas por difusión. 

















Para calcular la actividad enzimática, hay que tener en cuenta el coeficiente de extinción 
molar del NADH (ε), el cual es  6220 M-1cm-1 a pH 7.4. Mediante la ecuación de Lambert-Beer, 
es posible determinar la actividad ATPasa de la muestra, la cual vendrá dada como: μmol de 
sustrato transformado/(min×mg de proteína). 
16. DETERMINACIÓN DEL TRANSPORTE DE Ca2+ DEPENDIENTE DE ATP 
El transporte de Ca2+ a través de las vesículas de RS se midió mediante un método de 
filtración a través de filtros de nitrocelulosa Millipore HA, tal y como fue descrito por Martonosi y 
Feretos (1964). Las vesículas de RS 1mg/ml se mantienen en un medio denominado “Tampón 
A”, cuya composición es: KCl 100mM, MgCl2 5mM y Mops-Tris 50mM pH 7, a temperatura 
constante (20ºC) durante todo el ensayo. El medio descrito anteriormente se suplementó con 
50μM de Ca2+ y 2μCi/μmol de 45Ca2+. Para que se produzca el transporte de Ca2+ es necesaria 
la presencia de ATP, por lo que se adiciona MgATP 1mM con el fin de disparar la reacción, 
manteniendo las vesículas en presencia de ATP durante diferentes tiempos. Una vez ha 
transcurrido el tiempo establecido para cada punto, la reacción se paró diluyendo las muestras 
en “Tampón de Parada” (“Tampón A” suplementado con EGTA 1mM). Inmediatamente después 
de poner fin a la reacción, las muestras se pasan a través de un filtro de nitrocelulosa, en el cual 
quedan retenidas las vesículas. Finalmente, se mide la radiactividad de los filtros en un contador 
de centelleo-líquido Beckman LS 3801, determinándose de este modo la cantidad de 45Ca2+ 
retenido en las vesículas. 
Aunque el protocolo general se ha descrito en el párrafo anterior, se realizaron diversos 
protocolos, los cuales diferían en ligeras modificaciones. El más simple de todos correspondió a 
la medida del transporte de Ca2+  en presencia del agente precipitante oxalato, el cual se empleó 
a una concentración final de 5mM. En este caso, la muestra de RS 1mg/ml se diluyó 40 veces en 
“Tampón A” suplementado con Oxalato 5mM y con 50μM de Ca2+ y 2μCi/μmol de 45Ca2+, de 
modo que la concentración final de proteína fue 25μg/ml. Para que comience a funcionar la 
SERCA1a se adicionó MgATP 1mM. Con la finalidad de poner fin a la reacción, transcurrido los 
tiempos de incubación establecidos, se tomaron  alícuotas de 200μl que se diluyeron en 5ml de 
tampón de parada. De este modo, la cantidad de proteína empleada en el ensayo era de 5μg. 
Tras parar la reacción, la muestra se hizo pasar por un filtro de nitrocelulosa Millipore HA, el cual 
se lavó inmediatamente después con tampón de parada.  
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El segundo de los protocolos empleados, fue similar al anterior con la excepción de que 
se llevó a cabo en ausencia de oxalato. Además de esta diferencia, se distingue también del 
anterior por la concentración de RS empleada, que fue 10 veces mayor (250μg/ml), ya que las 
vesículas de RS 1mg/ml se diluyeron 4 veces en “Tampón A”. En este caso el tampón de parada 
se suplementa con Sacarosa 62mM, a fin de evitar un shock osmótico.  
El tercero y más complejo de todos los protocolos, fue la medida del transporte de Ca2+ 
en estado estacionario, para lo cual no se paró la reacción ni se realizaron lavados de los filtros, 
por lo cual este protocolo requiere un doble marcaje con [3H]-glucosa y 45Ca2+, así como cargar 
mayores cantidades de muestra en el filtro. Se emplearon dos filtros HA superpuestos en los que 
se cargó 1ml de vesículas 0.25mg/ml (en “tampón A” suplementado con 50μM de Ca2+ (+45Ca2+ 
2μCi/μmol), 50μM [3H]-glucosa (10mCi/μmol) y MgATP 1mM) y transcurridos 3min, se perfundió 
con un tampón de idéntica composición pero libre de proteína (aproximadamente el volumen de 
perfusión empleado estuvo en torno a 700μl). 
17. UNIÓN DE Ca2+ EN AUSENCIA DE ATP 
La determinación del Ca2+ unido a la SERCA1a se llevó a cabo siguiendo el protocolo 
descrito por  de Foresta et al. (1994), en el que se llevan a cabo experimentos de filtración con 
doble marcaje. De nuevo se volvieron a emplear filtros HA de Millipore. Se empleó por cada 
muestra un total de 250μg de proteína (1ml de muestra 0.25mg/ml en “tampón A”) que se 
depositó sobre dos filtros superpuestos, lavándose rápidamente con otro volumen (1ml) de 
“tampón A” suplementado con EGTA 20μM, para eliminar todo el 40Ca2+, incluido el Ca2+ unido a 
la enzima. A continuación se procede a lavar dos veces la muestra contenida en el filtro con el 
clásico “tampón A”, esta vez suplementado con 45Ca2+ 50μM y [3H]-glucosa, empleando 0.5ml en 
cada uno de los lavados. Finalmente se realizó el recuento de cada uno de los isótopos 
contenidos en ambos filtros, sirviendo la cantidad de 3H contenida en el filtro superior para 
estimar la cantidad de 45Ca2+ no unido a la enzima, para lo cual hubo que sustraer este valor al 
total de radiactividad debida a 45Ca2+. Los datos obtenidos del filtro inferior se trataron de igual 
manera, en este caso además de permitir conocer la cantidad de 45Ca2+ retenido en el filtro pero 
no unido a la proteína, este filtro sirvió de control para asegurar que la muestra quedaba 




18. UNIÓN DE ATP EN AUSENCIA DE Ca2+ Y FORMACIÓN DEL INTERMEDIARIO 
FOSFORILADO (EP) 
El ATP unido a la SERCA1a en ausencia de Ca2+ se determinó empleando un doble 
marcaje, siendo el protocolo desarrollado muy similar al de la unión de Ca2+ descrita en el 
apartado anterior, pero esta vez en lugar de 45Ca2+ se empleó [γ-32P]ATP 50μM (2μCi/μmol). 
Para evitar cualquier contaminación de Ca2+ en el medio se añadió EGTA 2mM. 
En el caso de la formación de fosfoenzima (intermediario fosforilado o EP) también se 
empleó un ensayo de filtración con doble marcaje ([γ-32P]-ATP 50μM y [3H]-glucosa 50μM tal y 
como se describe en de Foresta et al. (1994). En este caso además de los compuestos 
radiactivos, el “tampón A” se suplementó también con Ca2+ 5mM, para hacer posible la 
fosforilación manteniendo un ritmo lento en la hidrólisis de ATP a fin de evitar un agotamiento de 
las reservas de ATP. En este caso, al depositar la muestra sobre el filtro se adiciona 
instantáneamente una solución ácida (PCA 120mM y H3PO4 15mM) con la finalidad de parar la 
reacción de fosforilación, lavando a continuación de manera abundante con la misma solución, 
para que solamente permanezcan en el filtro los complejos EP desnaturalizados y que hayan 
sido estables al ácido. 
19. REACTIVIDAD DE LOS GRUPOS –SH CON DTNB 
El contenido de grupos tioles presentes en la Ca2+-ATPasa de RS, mayoritariamente las 
Cisteínas (Cys) no oxidadas, fueron determinados por su reactividad con DTNB (Thorley-Lawson 
y Green, 1977; Andersen et al., 1980). Tras tratar las vesículas de RS (1mg/ml), éstas se 
diluyeron hasta una concentración final de 0.075mg/ml, lo cual equivale a 0.5μM de SERCA1a. 
El medio en el que se diluyó la muestra, en el cual se llevó a cabo todo el ensayo, estaba 
compuesto por Tes-Tris 50mM pH 8, SDS 0.1% y DTNB 0.5mM el cual se mantuvo durante todo 
el tiempo a 37ºC. La reactividad de la proteína con DTNB se analizó monitorizando cada 30s un 
espectro completo, para lo cual se empleó un espectrofotómetro UV/Vis de Diodo Array 
(HP8453). La calibración interna del sistema se llevó a cabo empleando concentraciones de 
GSH conocidas (10μM). Los cambios de absorbancia observados en presencia de DTNB fueron 
corregidos, ya que se producía una pequeña turbidez consecuencia de la adición de la muestra a 
un medio que contenía SDS, así como para la pequeña desviación observada en ausencia de 
RS debida a la fotosensibilidad del DTNB.  
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La amplitud de los cambios en la absorbancia observada en presencia de DTNB, fue 
convertida a moles de grupos SH, empleando el coeficiente de extinción molar (ε) del DTNB a 
430nm, cuyo valor es 12mM-1cm-1. También se chequeó el sistema para comprobar que HNE (a 
una concentración final de 37.5μM) no compite de forma significativa con el DTNB 0.5mM.  
20. REACTIVIDAD DE LA LYS515 CON FITC 
 El Isotiocianato de Fluoresceína (FITC) (Figura MM.4) es un compuesto empleado para 
derivatizar los grupos amino de las proteínas, empleándose por ello como marcador de los 
residuos de Lys. El marcaje de RS con FITC se tiene que realizar en medio alcalino para que los 
grupos amino de permanezcan neutros y puedan reaccionar con el FITC, pero tampoco puede 
ser muy elevado para evitar la desnaturalización de las proteína.  
En el caso de la SERCA1a, Mitchinson et al.(1982) demostraron que FITC es un 
marcador específico de la Lys515, situada en el dominio de unión a nucleótido (N) de la enzima, 
concretamente en la zona de unión de la adenosina, por tanto, la derivatización de la enzima con 
FITC ocasionaba una inhibición de su capacidad de hidrólisis de ATP. Para el marcaje de la 
Lys515 con FITC (Pick y Bassilian, 1981; Mitchison et al., 1982; Champeil et al, 1988; Champeil et 
al., 2001; Henao et al, 2001) las vesículas de RS  1mg/ml fueron tratadas con HNE en  un medio 
que contiene Tricina/Tris 10mM pH = 8, Sacarosa 300mM, MgCl2 1mM y CaCl2 0,01mM, siendo 
la temperatura de incubación 37ºC, a continuación se le añadió FITC 8μM (8nmol FITC/mg prot.) 






              Figura MM.4. Estructura molecular del isotiocianato de fluoresceína (FITC) 
Una vez finalizado el tiempo de incubación, la reacción se para enfriando la muestra 
(4ºC), seguidamente, para eliminar el exceso de FITC y evitar uniones inespecíficas, tras diluirla 
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en 1.8ml de un tampón carente de sacarosa (Tes-Tris 5mM pH 7.3) se centrifuga a alta velocidad 
(40000rpm-Beckman Ti50, 45 min. a 12ºC). El precipitado obtenido, se resuspende en un medio 
que contiene Sacarosa 250mM, KCl 100M y Tes/Tris 50mM a pH 7.4. El volumen de tampón 
empleado para la resuspensión es de 125μl, de modo que la concentración de proteína es 
aproximadamente 1.5mg/ml.  
La determinación del nivel de marcaje se lleva a cabo espectrofotométricamente, para 
ello se hace una dilución 1:20 en SDS 1% y NaOH 100mM. Tras registrar los espectros de 
absorción (desde 250 a 550nm), se calculó la concentración de FITC unido al RS, sabiendo que 
el máximo de absorbancia se localiza a 492nm, siendo el coeficiente de extinción molar  del FITC 
a esta longitud de onda  80mM-1.cm-1 (Henao y Gutiérrez-Merino, 1989). 
Es importante preparar la disolución de FITC (2mM en dimetilformamida) en el momento 
de su utilización, ya que se oxida rápidamente. Además hay que tener presente que el volumen 
de FITC utilizado para el marcaje no debe exceder del 1 al 2% del volumen total del medio de 
incubación para preservar la estabilidad de la enzima y de las vesículas de RS. 
21. REACTIVIDAD DE LA LYS492 CON PLP 
El Piridoxal Fosfato (PLP)  (Figura MM.5) es un aldehído derivado de la piridoxina 
(Vitamina B6) que se une de manera covalente a los grupos amino, en el caso concreto de la 
Ca2+-ATPasa se une de manera específica a la Lys492, localizada también en el dominio N, 





       Figura MM.5. Estructura molecular del piridoxal fosfato (PLP) 
El marcaje del RS con PLP se llevó a cabo en un medio Mops/NaOH 50mM pH 7, MgCl2 
5mM, EGTA 1mM, KCl 100mM y Sacarosa 100mM, siendo la  concentración de RS de 2mg/ml y 
la de PLP de 2mM. La mezcla de RS y PLP se incuba a 25ºC, la unión RS-PLP es reversible y 
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se produce por bases de Schiff, y es la adición del mismo volumen de NaBH4  6mM la que 
confiere irreversibilidad al proceso (Murphy, 1977). A continuación se centrifuga a 30000r.p.m 
durante 30 min (65Ty BECKMAN) (Yamagata et al., 1993) y tras retirar el sobrenadante el 
precipitado se resuspende en Tes/Tris 50mM pH 7.45, KCl 0.1M y Sacarosa 250mM, tras un 
lavado previo con dicho tampón. La determinación del marcaje se realiza mediante 
espectrofotometría, midiendo el espectro de absorción en un intervalo de longitud de onda 
comprendido entre los 260-400nm, ya que el pico máximo de absorción para el PLP se 
encuentra a λ = 325nm. El medio en el que se realiza la medida contiene SDS 1% y la cantidad 
de proteína marcada con PLP en el medio de ensayo son 28μg. Para calcular la concentración 
de RS-PLP se tiene en cuenta que el coeficiente de extinción molar del PLP es 10150M-1.cm-1 
(Forrey et al., 1971). 
22. ANÁLISIS DE LOS CAMBIOS DE FLUORESCENCIA INTRÍNSECA 
Cuando la Ca2+ATPasa de RS se irradia con una radiación de 295nm de longitud de 
onda, emite una fluorescencia cuyo espectro de emisión presenta el pico máximo en 320nm. 
Esta fluorescencia de proteína, denominada fluorescencia intrínseca, es debida principalmente a 
los 13 residuos de triptófano de la molécula (de Foresta et al., 1990). 
Esta emisión de fluorescencia intrínseca, puede ser aprovechada para determinar los 
cambios conformacionales que sufren las proteínas al unirse a diferentes moléculas. En el caso 
de la SERCA1a, se puede determinar la afinidad de la enzima por Ca2+, dado que se ha  
demostrado que los cambios en la transición del estado E1/E2 están relacionados con cambios 
en la fluorescencia intrínseca de la proteína, así como por la unión de Mg-ATP (Champeil et 
al.,1997).  
 Numerosos trabajos han demostrado que variaciones en este nivel de fluorescencia son 
un buen índice de las transiciones entre los diferentes estados del ciclo catalítico (Dupont et al., 
1976), así mismo, la interacción o unión con determinadas moléculas puede ocasionar un 
decaimiento en la intensidad de fluorescencia, este fenómeno se denomina extinción de 
fluorescencia y es una forma útil de determinar la magnitud de una interacción. 
  Tras los tratamientos de las vesículas de RS (1mg/ml) en Tes-Tris 50mM pH 7.4, KCl 
100mM y Sacarosa 250mM, se realizó una dilución de las muestras en el mismo medio 
(concentración final 0.1mg/ml), registrando la fluorescencia intrínseca en un espectrofluorímetro 
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(SPEX Fluorlog fluorimeter), siendo las longitudes de onda de excitación y emisión 295 y 320nm, 
respectivamente (rendijas 2 y 10nm respectivamente). 
 Para analizar la fluorescencia de la proteína en los diferentes estados conformacionales, 
se realizaron una serie de adiciones: en primer lugar Ca2+ 20μM, para chequear que el Ca2+  
contaminante está saturando los sitios de unión a Ca2+; a continuación, la adición de EGTA 2mM 
permite ver el cambio de fluorescencia como consecuencia de la transición E1→E2; por último la 
adición de Mg2+ 2mM y varias dosis de ATP 40μM, permiten registrar el incremento de 
fluorescencia consecuencia de la unión de este ligando (Mg-ATP) a la proteína. 
23. DIGESTIÓN EN GEL Y ESPECTROMETRÍA DE MASAS DE LOS FRAGMENTOS 
TRÍPTICOS (MALDI-TOF) 
La espectrometría de masas (MS) es una técnica que permite identificar iones derivados 
de moléculas, separándolos en función de su relación masa/carga (m/z). Para llevar a cabo esta 
separación es necesario ionizar la muestra que se quiere analizar, para ello existen diversas 
técnicas, una de ellas es la conocida como MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization - 
desorción/ionización láser asistida por matriz), basada en una ionización suave, que consiste en 
la utilización de una matriz en la que va embebida la muestra (el ratio matriz:muestra está en 
torno a 100-100000), de modo que al incidir sobre ella con un láser, la matriz absorbe la energía 
por ser más abundante, vaporizándose y arrastrando consigo partículas de la muestra 
propiamente dicha, la ionización de la matriz es la responsable de la generación de iones en las 
partículas de muestra. Se pueden emplear diversos láseres, al igual que matrices.  
Tras volatilizar e ionizar la muestra, esta atraviesa una rejilla cargada, entrando en un 
campo eléctrico, donde se acelerarán, desplazándose en función de su masa, siendo las 
partículas de masa más pequeña las que presentan mayor velocidad. Una vez atravesado este 
campo eléctrico, los iones alcanzan el detector. Aunque existen diversos métodos de detección, 
a MALDI se le suele acoplar un detector TOF (Time Of Flight – tiempo de vuelo). En la Figura 













Figura MM.6. Esquema de un equipo de MALDI-TOF (Fuchs et al., 2010). 
 En nuestro caso concreto, lo primero que se hizo fue la preparación de las muestras 
(vesículas de RS 1mg/ml control y tratadas con HNE (500μM) durante 2h a 37ºC en medio 
Tes/Tris 50mM pH 7.4, KCl 100mM y Sacarosa 250mM). Después de la incubación se 
suplementaron con NaBH4 20mM (160μl de RS + 40μl de NaBH4 0.1M  en NaOH 0.1M), 
incubándose durante 1h más a 37ºC o bien ajustando el pH a 8 (con Tris). A continuación se 
mezclaron las vesículas con un volumen de DNPH 2mg/ml (4mg/ml de DNPH hidratado, 
preparado en 50% de Acetonitrilo + 0.1% de Ácido Trifluoroacético (TFA)) tal y como se describe 
en Fenaille et al. (2004), incubándolo durante 1h más en presencia de SDS 0.1% para facilitar la 
reacción con DNPH. Por último, las muestras se diluyeron hasta un volumen de 600μl, 
centrifugándose a 40000rpm (50Ti BECKMAN) durante 20min a 8ºC. El precipitado se 
resuspende hasta una concentración de 1-2mg/ml en un medio libre de potasio, para la 




Figura MM.7. Estructura de un péptido modificado por HNE antes y después de la derivatización con DNPH. 
(Fenaille et al., 2004). 
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Tras la separación, las proteínas se tiñeron con Coomassie Blue, cortando las bandas de 
interés (en nuestro caso concreto fue la de 110kDa correspondiente a SERCA1a). Para facilitar 
la decoloración de las muestras, se cortaron en pequeños fragmentos de 1mm, lavándolos con 
agua e incubándolos en acetonitrilo (10min, 37ºC) para reducir su tamaño. El colorante se 
eliminó tras varios lavados sucesivos con Bicarbonato Amónico (NH4HCO3) 100mM pH 8 y 
Acetonitrilo 50%; volviéndolos a encoger nuevamente mediante una segunda incubación con 
acetonitrilo previa al secado de los mismos por vacío. A continuación se llevaron a cabo los 
procesos de reducción y alquilación de las muestras. Los residuos de Cys fueron reducidos con 
DTT 10mM en NH4HCO3 50mM (30min a 56ºC), seguido por una lavado de 5min en acetonitrilo. 
La alquilación se llevó a cabo incubando las muestras en iodoacetamida 50mM en NH4HCO3 
50mM durante 30min (temperatura ambiente y en oscuridad). Finalmente, las piezas de gel 
fueron lavadas dos veces en NH4HCO3 50mM (10min, 37ºC) y una vez en acetonitrilo (5min a 
37ºC), siendo nuevamente secadas por vacío. La resuspensión se realizó en 20μl de NH4HCO3 
100mM pH 8, Acetonitrilo 10% y Tripsina 12,5ng/μl, donde se mantuvo al menos durante 45min 
a 4ºC. Para llevar a cabo la digestión tríptica, las muestras se mantuvieron toda la noche a 37ºC. 
Transcurrido el tiempo de digestión, se centrifugaron, empleando el sobrenadante que contenía 
los péptidos para el análisis de espectrometría de masas.  En el caso de muestras con poca 
cantidad de proteína, es necesario realizar una subsiguiente purificación, extrayendo los péptidos 
de forma secuencial con TFA1%;  TFA 1% + Acetonitrilo 30% y finalmente TFA 1% + Acetonitrilo 
60%. Los sobrenadantes obtenidos de este modo, junto con el sobrenadante inicial se 
concentraron mediante vacío, ajustando el volumen final a 5-10μl en Acetonitrilo 50%, TFA 0.3%. 
Por último, se mezcló 1μl de muestra con el mismo volumen de matriz, depositando 1.5μl de 
dicha mezcla en la placa MALDI (“Target”) y permitiendo el secado de la misma al aire. 
En nuestro caso, se emplearon dos matrices:  
- La clásica solución semi-saturada de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (HCCA) 
preparada en 50% Acetonitrilo y 0.3%TFA. 
-  2,4-Dinitrofenilhidracina (DNPH): Fenaille et al. (2004) han descrito el empleo de 
DNPH tanto para derivatizar los aductos HNE-proteína, como matriz de MALDI para favorecer la 
desorción/ionización. Esta matriz fue usada a una concentración de 2mg/ml en 50% Acetonitrilo y 
0.1%TFA. 
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Los espectros se adquirieron con un espectrómetro de masas Voyager DE-STR MALDI-
TOF (PerSeptive Biosystem) equipado con un láser de nitrógeno a 337nm. Todos los espectros 
fueron adquiridos en modo reflector para iones positivos, con un retraso en la extracción. Como 
sistema de calibración se usaron 6 péptidos con masas moleculares conocidas.  
24. PERMEABILIDAD PASIVA DE LAS VESÍCULAS DE RS A Ca2+ 
En primer lugar, hubo que cargar las vesículas de RS de manera pasiva con 45Ca2+. 
Para ello se incubó una suspensión de vesículas (5mg/ml) en un medio suplementado con Ca2+ 
2mM y 45Ca2+ a una actividad final de 5μCi/ml. Este proceso se llevó a cabo bajo diferentes 
condiciones de tiempo y temperatura, existiendo una relación inversamente proporcional entre 







Figura MM.8. Carga pasiva de vesículas control con 45Ca2+: Se incubaron a diferentes temperaturas (4, 20 y 
37ºC) vesículas de RS 5mg/m en KCl 100mM, Sacarosa 250mM y Tes-Tris 50mM a pH 7.4 suplementado con Ca2+ 
2mM y 45Ca2+ (actividad final = 5μCi/ml). La cantidad de 45Ca2+ acumulada en el interior de las vesículas se 
determinó mediante el protocolo descrito en Materiales y Métodos. 
La cantidad de 45Ca2+ acumulado en el interior de las vesículas se determinó a diferentes 
tiempos, para ello se tomó una alícuota de 20μl que se diluyó en 5ml de tampón de liberación 
(medio de carga suplementado con MgCl2 1mM y EGTA 1mM, pH 7.5) y se depositó sobre un 
filtro HA, lavando inmediatamente con el mismo medio de liberación. 
El eflujo pasivo de 45Ca2+ se determinó tanto en vesículas control como tratadas con 
HNE, las cuales se habían cargado de manera pasiva con 45Ca2+ durante toda la noche a 4ºC, tal 















Tiempo carga pasiva, h 







1mg/ml. Igualmente, se tomaron alícuotas de 20μl, que se diluyeron en medio de liberación, 
incubándose durante diferentes tiempos, a continuación, se depositó la muestra sobre un filtro 
HA, el cual se lavó abundantemente con medio de liberación.  
25. FLUIDEZ DE MEMBRANA 
La espectroscopia de polarización de fluorescencia es una técnica que nos permite 
obtener información acerca de la fluidez de las membranas celulares. Esta técnica exige la 
introducción en la bicapa de una sonda fluorescente, la cual se excita con luz polarizada en un 
plano, el mantenimiento de la polarización en la radiación emitida significa que la sonda tiene 
escasa libertad de movimiento. Por el contrario, la despolarización de la radiación fluorescente 
emitida, indicará que la sonda ha variado su orientación. El grado de despolarización de la señal 
refleja de este modo la microviscosidad de la membrana. El valor de polarización de 
fluorescencia se define como: 
 
 
Siendo: P: polarización de fluorescencia de la muestra; G: el factor de anisotropía que 
depende del espectrofluorímetro y del polarizador empleado; Ivv: intensidad de fluorescencia con 
los polarizadores verticales (0º/0º, excitación y emisión, respectivamente); Ivh: idem. vertical y 






Figura MM.9. Diagrama esquemático para las medidas de polarización de fluorescencia. 
 
Ivv + G×Ivh 
P =  
Ivv - G×Ivh 
Ihv 
G =  
Ihh 
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A partir del valor de polarización se puede obtener el de anisotropía según la siguiente 
ecuación: 
 
siendo r la anisotropía y P la polarización. 
 Con la finalidad de conocer si HNE estaba alterando las propiedades de la bicapa 
lipídica, se midió la fluidez de las vesículas de RS control y tratadas, para ello se emplearon dos 
sondas: 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), la cual se incorpora en la zona hidrofóbica de la 
bicapa lipídica; y 1-(4-trimetilamoniofenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH), que es un 
derivado catiónico de la anterior, de modo que tiende a localizarse en las zonas más 
superficiales de la membrana. La localización de ambas sondas, así como su estructura química 




Figura MM.10. (A) Localización de las sondas DPH y TMA-DPH en la bicapa lipídica (Marczak, 2009). (B) y (C) 
Estructura química de DPH y TMA-DPH, respectivamente.   
 Siguiendo protocolos descritos en la bibliografía (Lentz, 1993; Lakowicz et al., 1993; 
Kadoya et al., 2003), se tomaron muestras de RS 1mg/ml, que tras 30min de tratamiento con 
HNE 500μM en medio Mops-Tris 200mM pH 7.4, EGTA 2mM y MgCl2 5mM (37ºC), fueron 
diluidas 5 veces en el mismo tampón (0.2mg/ml) a 25ºC. En estas condiciones se llevó a cabo la 
incubación con las sondas fluorescentes: DPH se empleó a una concentración 0.06μg/ml y el 
tiempo de incubación fue de 90min; la concentración de TMA-DPH fue 0.12μg/ml y en este caso,  
el tiempo de incubación fue menor (15min). 
 En ambos casos, las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo a 25ºC, en un 
espectrofluorímetro (Hitachi-Perkin Elmer, modelo 650-40) equipado con polarizadores, siendo 
las longitudes de onda de excitación y emisión 360 y 430nm, respectivamente.  
A B 
C 
r =  
2P 




26. PREPARACIÓN DE VESÍCULAS UNILAMELARES GRANDES OBTENIDAS 
MEDIANTE EXTRUSIÓN (LUVETs-Large Unilamellar Vesicles by Extrusion) 
Para la preparación de LUVETs se siguieron los protocolos descritos por Hope et al. 
(1985) y MacDonald et al. (1991). La composición de los liposomas fue fosfatidilcolina (PC) y 
fosfatidiletanolamina (PE), en proporción 9/1 (p/p) respectivamente, para ello se emplearon 
fosfolípidos procedentes de yema de huevo (ambos de Avanti Polar lipids), los cuales fueron 
solubilizados en CHCl3 a una concentración final de 50mg/ml. Alícuotas de 10mg de lípidos 
fueron pipeteadas en tubos Eppendorf, evaporando la mayor parte del CHCl3 en centrifuga de 
vacío (SpeedVac concentrador) durante 90min. A continuación, el film de lípidos se rehidrató con 
agua MilliQ (500μl/tubo), realizando ciclos de agitación en vortex y congelación-descongelación, 
para posteriormente congelarlos en nitrógeno líquido y liofilizarlos durante toda una noche, 
recuperando a la mañana siguiente muestras en polvo de lípidos completamente secos, las 
cuales fueron de nuevo rehidratadas con 500μl de tampón (Tes-Tris 50mM pH 7.4, KCl 100mM, 
Sacarosa 250mM) suplementado con 2mM Ca2+, de modo que la concentración final de lípidos 
fue 20mg/ml. Al igual que el primer paso de hidratación, también se dieron ciclos de agitación en 
vortex, congelación en N2 líquido y descongelación en agua caliente. Por último, se hizo pasar a 
esta suspensión de lípidos a través un filtro de policarbonato (tamaño de poro = 100nm) 
acoplado a un aparato de extrusión (Lipofast Avestin Basic con jeringas de 500μl). 
27. ENSAYO DE LIBERACIÓN DE Ca2+ CON LA SONDA FLUORESCENTE quin2 
Para evaluar la permeabilidad pasiva a Ca2+, tanto en LUVETs como en vesículas de 
RS, se empleó el quelante de Ca2+ de alta afinidad quin2, cuya fluorescencia es sensible a Ca2+ 
(Champeil et al., 1997). Lo primero que se hizo fue cargar pasivamente los liposomas de PC/PE 
y vesículas de RS con Ca2+. En el caso de los liposomas (20mg/ml), la carga se llevó a cabo 
durante su formación, mediante la adición de Ca2+ 2mM al medio de resuspensión; la carga de 
las vesículas se realizó mediante equilibrio, suplementando la suspensión de RS preparada a 
10mg/ml en Tes-Tris 50mM pH 7.4, KCl 100mM y Sacarosa 250mM con Ca2+ 2mM, dejándolo a 
4ºC durante toda la noche. A continuación, se diluyeron las muestras 200 veces mediante la 
adición de 10μl de muestra en la cubeta de fluorescencia que contenía 2ml de tampón (Tes-Tris 
50mM pH 7.4, KCl 100mM y Sacarosa 250mM) suplementado con MgCl2 1mM y quin2  50μM. 
La adición de la muestra a la cubeta supone la adición de una concentración de Ca2+ 
algo mayor de 10μM (si se tiene en cuenta el Ca2+ endógeno). La constante de disociación del 
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complejo Ca2+-quin2 es 0.1μM, lo cual asegura que el Ca2+ presente fuera de las vesículas o de 
los LUVETs esté unido al quelante. Para controlar la presencia de Ca2+ en el interior de vesículas 
y liposomas, se empleó el ionóforo no fluorescente BrA23187. La evaluación de la permeabilidad 
pasiva desde los compartimentos cargados (vesículas de RS y LUVETs de PC/PE), se determinó 
añadiendo ionóforo (1μg/ml) tanto inmediatamente después de adicionar la muestra, como tras 
10min., realizando subsiguientes adiciones para verificar la salida de todo el Ca2+ de los 
compartimentos. 
28. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) 
La electroforesis en gel de poliacrilamida se realizó utilizando el sistema discontinuo en 
gel descrito por Laemmli (1970). En este método un gel concentrador (Tris/HCl 125mM (pH 6.8), 
acrilamida 5% (p/v), bis-acrilamida 0.1% (p/v), EGTA 0.05mM, SDS 0.1% (p/v), TEMED 
0.06%(v/v) y persulfato amónico 0.15% (p/v)) y un gel separador (Tris/HCl 375 mM (pH 8.8), 
EGTA 0.1mM, SDS 0.1% (p/v), TEMED 0.05%(v/v), persulfato amónico 0.075% (p/v) y un 
porcentaje de acrilamida y bisacrilamida variable) se preparan en una lámina vertical 
adaptándose al recipiente en el que se va a realizar la electroforesis. 
 La preparación de las muestras (RS 1mg/ml), tras los tratamientos establecidos, 
comenzó por una centrifugación de las mismas (40000 rpm, Beckman 50Ti, 1h) tras haberlas 
diluido en un tampón sin sacarosa (para reducir la viscosidad del medio). El pellet se 
resuspendió con un Poter en medio sin KCl (Tes-Tris 5mM pH 7.3, Sacarosa 0.3M) 
suplementado con SDS 1%, para favorecer la resuspensión. La concentración de proteínas se 
determinó mediante el Método Espectrofotométrico (descrito al inicio del capítulo).  
Antes de la separación electroforética, las muestras han de desnaturalizarse (dilución en 
Tris/HCl 50mM pH 8, EDTA 2.5mM, SDS 2%, Urea 4M y β-Mercapto-Etanol 0.7M y tratamiento 
térmico- 1min. a 100ºC). Debido a que la cantidad de SDS unido por unidad de peso de proteína 
es constante, se anula la carga intrínseca de los aminoácidos, por ello, la movilidad 
electroforética está únicamente relacionada con el peso molecular y no con la carga. 
Posteriormente se depositan en los pocillos del gel y para iniciar la movilidad de las mismas se 
aplica una corriente eléctrica constante de 20-25mA, en presencia del tampón de electroforesis 
(Tris 25mM, Glicina 250mM y SDS 1%). 
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Como estándares de los pesos moleculares se empleó Precision Plus Protein Standard 
(Bio Rad). 
29. TRANSFERENCIA DE PROTEÍNAS E INMUNODETECCIÓN (Western Blot) 
El punto de partida para realizar un protocolo de transferencia de proteínas o western 
blot, es la separación de proteínas en SDS-PAGE, descrita en el apartado anterior. Las proteínas 
pueden transferirse, mediante aplicación de un campo eléctrico, a diferentes tipos de membrana, 
en este caso, hemos empleado PVDF (Polifluoruro de vinilideno), que por su carácter hidrofóbico 
presenta una gran capacidad para unir proteínas, así como una elevada resistencia mecánica. 
La transferencia se llevó a cabo mediante un sistema “húmedo”, empleando un tampón de 
transferencia compuesto por: Caps 10mM pH 11, Metanol 10% (1h, 250mA a 4ºC). 
Las transferencias se realizan por duplicado, con la finalidad de teñir una de ellas con 
Coomassie Blue y la otra para realizar la inmunodetección. 
En el protocolo de inmunodetección se empleó un anticuerpo primario policlonal 
(Ab46543), obtenido en cabra, contra conjugados HNE-proteína, el cual reconoce varios tipos de 
aductos (con residuos de Lys, His y Cys). Al ser biotinilado, la detección del mismo se llevó a 
cabo empleando avidina-HRP (Horseradish peroxidase). 
En primer lugar, hubo que realizar un bloqueo (10min, 20ºC) de los epítopos 
inespecíficos con PBS-T (KH2PO4/K2HPO4 100mM pH 7.4, NaCl 100mM y Tween-20 0.2%) 
suplementado con un 2% de albúmina de suero bovino (BSA). Tras lavar con tampón PBS-T 
(2x10min), se incubó la membrana con el anticuerpo primario (dilución 1:2000, en solución de 
bloqueo) durante 1h (20ºC). Transcurrido el tiempo de incubación con el anticuerpo primario y 
tras un lavado de la membrana, ésta se incubó durante otra hora (20ºC) con avidina-HRP 
(dilución 1:40000 en solución de bloqueo). Finalmente y tras lavar bien la membrana, se procedió 
al revelado, para lo cual se empleó un sistema de quimioluminiscencia (ECL Plus-GE 
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